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A resposta ao estresse em mamíferos é uma reação integrada, 
fisiológica e psicológica, à adversidade real ou percebida. Doenças psiquiátricas 
têm sido relacionadas a experiências de estresse, tais como a depressão e a 
ansiedade, em suas diversas modalidades. Neste estudo demonstramos que é 
possível bloquear a secreção de ACTH causada por estresses de uma maneira 
muito robusta quando se empregam simultaneamente os antagonistas de 
receptores de corticotrofina (CRF1 - CP154,526 da Pfizer) e vasopressina (V1B - 
SSR149415 da Sanofi-Aventis). Provamos este mecanismo substituindo o 
antagonista de CRF1, CP154,526 pelo SSR125543 e obtivemos os mesmos 
resultados de inibição da liberação de ACTH, em três modelos de estresse: nado 
forçado, inalação de vapor de éter e contenção. Usando-se apenas o 
SSR125543, o bloqueio da secreção de ACTH ocorreu apenas no estresse de 
contenção. Os resultados mostram que os efeitos dessas drogas sobre o eixo 
HPA tem curta duração. Na tentativa de prolongar a ação das drogas em questão, 
empregamos como veículo uma sílica nanoestruturada (SBA-15) e, 
posteriormente, bombas osmóticas de infusão Alzet®, mas nenhum destes 
métodos alcançou resultados satisfatórios. Desafiamos então a hipótese de que o 
uso simultâneo destes agentes poderia ter um efeito potente sobre modelos 
animais de ansiedade e depressão. Empregamos doses decrescentes destas 
duas drogas desde 30 a 0,1 mg/kg em grupos de ratos Wistar submetidos a três 
modelos comportamentais, a saber, teste do nado forçado, labirinto em cruz 
elevado e interação social em campo aberto. Os resultados mostraram que os 
modelos de ansiedade (labirinto em cruz elevado e interação social) não 
responderam ao tratamento, mas este foi capaz de diminuir o tempo de 
imobilidade dos animais submetidos ao modelo de depressão (teste do nado 
forçado) nas doses de 1 a 30 mg/kg, em consonância com os dados da literatura 
para ambas as drogas. Estes resultados apontam para o envolvimento de áreas 
cerebrais extra-hipotalâmicas, não relacionadas à resposta ao estresse, na 
gênese dos transtornos de ansiedade e depressão. Resultados clínicos com estas 
drogas também questionam a validade dos modelos comportamentais de 
depressão e ansiedade e seu poder preditivo dos distúrbios humanos, uma vez 







A experiência do estresse é comum a todos os seres vivos. A 
resposta ao estresse em mamíferos é uma reação integrada, fisiológica e 
psicológica, à adversidade real ou percebida. As mudanças do meio ambiente ou 
de sua percepção, quer negativas (ameaçadoras) ou positivas (compensadoras), 
suscitam um espectro de alterações fisiológicas que podem ser interpretadas 
como adaptativas pelo organismo. Uma das principais alterações é a liberação de 
glicocorticoides, pelas glândulas suprarrenais, que agirão redistribuindo recursos 
de energia para otimizar a sobrevivência do organismo frente ao desafio, 
alertando-o para o ambiente ou para mudanças fisiológicas, no sentido de 
defender a homeostase – conceito este que implica em um equilíbrio dinâmico 
entre os processos fisiológicos. Este equilíbrio pode ser rompido por fatores 
externos e esta quebra produz uma reação do organismo no sentido de se 
restabelecer (1, 2). 
O eixo Hipotálamo-Hipófise-Adrenal (HPA) é o responsável pelo 
controle da secreção de glicocorticoides e mineralocorticoides pela glândula 
adrenal. Enquanto os mineralocorticoides regulam o equilíbrio hidroeletrolítico e 
são controlados pela vasopressina e análogos, os glicocorticoides são 
responsáveis por um grande número de processos fisiológicos, desde a ação anti-
inflamatória à resposta imune, passando pela sensibilidade de receptores e 
neurotransmissores cerebrais, e culminando com o feedback negativo da sua 
própria secreção, exercida sobre o hipotálamo, fechando assim o circuito HPA (2, 
3). O hormônio adrenocorticotrófico (ACTH), ou corticotrofina, é o mediador 
liberado pela adenohipófise que exerce este controle sobre a córtex da adrenal, 
estimulando-a e fazendo com que esta secrete seus hormônios. A liberação do 







parvocelulares do núcleo paraventricular do hipotálamo (PVN), que produzem e 
liberam o fator de liberação da corticotrofina (CRH ou CRF) e a arginina-
vasopressina (AVP), ambos de natureza peptídica (4, 5). A magnitude da resposta 
do eixo HPA ao estresse, provocada pelos neurônios do PVN, é limitada por 
mecanismos neurais e hormonais para manter os níveis de glicocorticoides dentro 
do tolerável (6). 
A lesão no PVN reduz os níveis de CRH e ACTH induzidos por 
estresse e consequentemente a secreção de corticosterona (7). A estimulação do 
sistema HPA é marcada pela depleção de CRH e AVP – contidos em vesículas 
neurossecretoras na lâmina externa da eminência média, indicativa da liberação 
de hormônios que estimulam a secreção de ACTH (5). O estresse prolongado 
leva ao aumento da expressão de mRNA de CRH e AVP no PVN (8, 9), e 
aumenta a coexpressão de CRH e AVP na lâmina externa da eminência média, 
sugerindo aumento da capacidade de ação dos hormônios que estimulam a 
secreção de ACTH na glândula pituitária (5). É importante notar que a eminência 
média é desprovida de barreira hematoencefálica. 
O CRH liberado no sistema porta-hipofisário interage com 
receptores peptidérgicos específicos que, no rato, foram clonados e chamados de 
CRF1 e CRF2, este último com dois variantes alfa e beta (10-13). A função destes 
receptores tem sido estudada por técnicas que empregam o bloqueio da 
transcrição por oligodeoxinucleotidios antissense (14-16). Os efeitos 
surpreendentes da eliminação de receptores CRF1 sobre comportamentos 
ansiosos e depressivos sugerem, fortemente, que o eixo HPA e os receptores 







(17), como será discutido adiante. Os receptores para CRH estão distribuídos por 
muitas áreas, tanto no sistema nervoso central como por outros órgãos e tecidos, 
o que demanda certa atenção ao se interpretar os resultados obtidos (12). 
O processo catabólico iniciado por glicocorticoides torna 
imperativo que a secreção de ACTH seja restrita pelo tempo efetivamente 
necessário (18). Sendo assim, existem mecanismos que limitam a magnitude e a 
duração da secreção de glicocorticoides, como o ciclo circadiano da secreção dos 
mesmos, controlado pelo núcleo supra-óptico e influenciado pela vasopressina, 
assim como o mecanismo de feedback negativo dos glicocorticoides, através do 
qual a liberação de ACTH é inibida, como mencionado. Existem pelo menos dois 
mecanismos de feedback negativo: (a) rápido ou não-genômico – sensível a taxa 
de glicocorticoide secretado e (b) tardio – sensível aos níveis de glicocorticoides 
envolvendo ações genômicas. Este último processo pode ser subdividido em 
intermediário e tardio, uma vez que, com o aumento da duração do estresse, 
ocorre também um prolongamento das mudanças no conteúdo de pró-
opiomelanocortina (peptídio precursor do ACTH) e ACTH. Assim, os 
glicocorticoides parecem modular o eixo HPA por múltiplos mecanismos de 
retroalimentação (19). 
O feedback tardio é mediado por receptores endógenos de 
glicocorticoides, presentes em uma região do cérebro reguladora do eixo HPA. A 
ação destes receptores modula diretamente a transcrição do gene assim como 
controla a atividade de outros fatores de transcrição (20-23). Existem dois 
receptores de glicocorticoides conhecidos no cérebro: (a) Receptor de 







tem afinidade na ordem de 5-10nM (Kd) e é extensivamente ligado apenas 
quando ocorrem níveis de secreção intermediários ou altos de glicocorticoides, 
assim como ocorre durante o pico circadiano de corticosterona e após exposição 
a algum tipo de estresse (24); e (b) Receptor de mineralocorticoides (MR) – tem 
afinidade 5 a 10 vezes maior que o GR e, como consequência, está 
extensivamente ligado, mesmo quando os níveis de glicocorticoides são basais. A 
expressão do MR é consideravelmente mais restrita que o GR (24-29). As 
características de ligação dos receptores têm levado alguns autores a postular 
que o GR é importante na mediação do feedback de glicocorticoides após 
estresse e o MR regula o estado basal do eixo HPA (30). 
Apesar da clara importância dos glicocorticoides na regulação do 
feedback, é importante notar que o eixo HPA é também susceptível a inibição de 
natureza neuronal independente de glicocorticoides. O PVN é ricamente inervado 
por neurônios GABA-érgicos de múltiplas regiões do cérebro, incluindo o Núcleo 
Leito da Estria Terminal (BNST), área pré-óptica medial, hipotálamo dorsomedial, 
hipotálamo lateral e neurônios dispersos pelas imediações do PVN (31-33). Não é 
clara a proporção dos componentes neuronais GABA-érgicos e glicocorticoides na 
inibição do HPA. Entretanto, animais sem a sinalização por feedback de 
glicocorticoides após adrenalectomia, podem ter inibida a resposta de ACTH, 
indicando que existem mecanismos que verificam a secreção de ACTH na 
ausência de um feedback por esteroides (34). 
A origem desta inervação GABA-érgica está distribuída em uma 
série de locais no hipotálamo e regiões adjacentes no prosencéfalo, que se 







ocorre uma provável inibição tônica do eixo do estresse, este sistema de núcleos 
também é capaz de produzir um controle contextual dinâmico da resposta 
neuroendócrina ao estresse. Esta última função é mediada por aferentes 
prosencefálicos glutamatérgicos que aumentam a liberação de GABA no PVN. 
Somando-se a isso, esse sistema local GABA-érgico pode ser inibido por 
neurônios de projeção GABA-érgica localizados em um elo anterior (upstream) da 
cadeia neuronal, produzindo ativação do eixo HPA pela remoção do tônus 
inibitório GABA-érgico. Essa rede GABA-érgica, que se projeta para o PVN, 
integra vários mecanismos homeostáticos e é capaz de grande plasticidade 
bioquímica em resposta ao estresse crônico. Em conjunto, os elementos deste 
sistema promovem um controle peculiar da ativação neuroendócrina em resposta 
aos estímulos estressantes. A perda desta capacidade reguladora pode levar a 
distúrbios relacionados ao estresse (35). 
Há ainda outras formas de regulação do eixo HPA. 
Aparentemente a amígdala atua ativando o eixo HPA, o controle da transcrição de 
neuropeptídios ativadores, por meio da desestabilização de mRNA para estes, e a 
atenuação de vias excitatórias ascendentes podem ser listadas entre os 
mecanismos de controle do eixo HPA (2, 36-42). 
Humanos e animais de laboratório apresentam diferenças em 
relação à sensibilidade da resposta a gliocorticóides. Em ratos, estresse crônico 
pode aumentar a sensibilidade do eixo a dexametasona (43), efeito similar ao 
observado em subpopulações de humanos depressivos (44, 45). Quando exposto 
a estresse crônico, o eixo HPA pode apresentar tanto resposta de habituação 







aplicado repetidamente (estresse homotípico) e é caracterizado por uma 
diminuição progressiva da resposta de gliocorticóides ao estímulo. A 
administração sistêmica de antagonistas MR é suficiente para bloquear a 
habituação do eixo HPA (46-48), que é dependente tanto da intensidade como da 
previsibilidade do estímulo estressante (49, 50). Já a facilitação é observada 
quando animais são expostos ao estresse homotípico e, repentinamente, são 
apresentados a um novo tipo de estímulo (estresse heterotípico). Neste sentido, 
animais que sofrem facilitação apresentam resposta de glicocorticoide tão grande 
ou maior que aqueles estressados pela primeira vez. A facilitação pode ocorrer 
quando há aumento dos níveis basais de glicocorticoides, induzido por estresse 
crônico, sugerindo que este processo envolve contornar ou ignorar os sinais de 
feedback negativo (48, 51). 
Segundo Kathol e colaboradores em 1989 (52), o controle 
inadequado dos glicocorticoides em resposta ao estresse representa uma grave 
ameaça à homeostase. A hipersecreção de glicocorticoides pode levar ao 
desenvolvimento de disfunções fisiológicas e psicológicas. A regulação 
inadequada do estresse pode estar envolvida tanto na patogênese de algumas 
doenças sistêmicas como colite, hipertensão e asma (53), como em alguns 
transtornos afetivos - depressão e estresse pós-traumático (54) e em doenças 
neurodegenerativas, como Alzheimer e Parkinson (55, 56). É possível que 
desenvolvimento ou perpetuação destas doenças esteja associado a uma 
exposição prolongada de respostas, inicialmente adaptativas, a discretos eventos 
estressantes. Estudos post-mortem em humanos comprovaram o aumento da 
expressão de mRNA de CRH e AVP no PVN de indivíduos deprimidos e 







estresse e o desequilíbrio de glicocorticoides característico destas doenças (57, 
58). 
O restabelecimento e a manutenção da homeostase implicam na 
ativação coordenada e controlada dos sistemas de estresse neuroendócrino e 
autonômico. As diferentes respostas ao estresse são mediadas, em grande parte, 
pela sobreposição de circuitos límbicos no prosencéfalo, pelo hipotálamo e tronco 
cerebral, de forma que as respectivas contribuições de cada sistema - 
neuroendócrino e autonômico - são ajustadas de acordo com a modalidade e 
intensidade de cada tipo de estresse. Regiões límbicas, responsáveis por regular 
algumas das respostas ao estresse, se sobrepõem com circuitos que são 
responsáveis por memória e recompensa, oferecendo meios para calibrar a 
resposta de estresse relacionando experiências prévias e resultados esperados 
(59, 60). 
Como já mencionado anteriormente, o desequilíbrio do eixo HPA 
e a disfunção de regiões límbicas são características chave para entender os 
transtornos afetivos. Em geral, o hipocampo e o córtex pré-frontal cingulado 
anterior inibem a ativação do eixo HPA induzida por estresse, enquanto a 
amígdala e o córtex infralímbico estão envolvidos com o aumento da secreção de 
glicocorticoides. 
Como sumarizado por Herman e colaboradores (3), a literatura 
reporta a integração do sistema límbico com o eixo HPA segundo algumas 
características: (a) o papel das estruturas límbicas indica que estas são 
específicas tanto para regiões como para o tipo de estímulo; (b) regiões límbicas 







compensação, eferentes do hipocampo, córtex e amígdala interagem com 
neurônios BNST, do hipotálamo e tronco cerebral para influenciar neurônios que 
secretam CRH; (c) vias de projeção hipocampal, cortical e amigdalar apresentam 
grande sobreposição em núcleos como o BNST, hipotálamo e tronco cerebral 
demonstrando que informações límbicas podem ser integradas em regiões de 
retransmissão subcorticais antes de chegar ao PVN; (d) estas mesmas regiões 
límbicas também têm projeções divergentes com algumas das estruturas tendo 
distintos alvos subcorticais; finalmente (e) todas as regiões mencionadas 
expressam tanto receptores de glicocorticoides como de mineralocorticoides, 
proporcionando uma modulação por glicocorticoides do padrão de sinalização 
límbica. De modo geral, a influência do sistema límbico sobre o eixo HPA é, 
provavelmente, a resultante do padrão geral de resposta a certos estímulos e a 
glicocorticoides, sendo a magnitude desta resposta secretória determinada pela 
contribuição relativa das várias estruturas citadas. 
Desse modo, as próprias estruturas que estão envolvidas nas 
doenças neuropsiquiátricas desempenham um papel importante no controle do 
estresse. E, dada a ligação entre regiões límbicas, estresse e psicoses tornou-se 
importante entender o papel que essas estruturas desempenham na integração 
com o estresse. Sendo assim, o texto que se segue, será uma breve descrição do 
papel do hipocampo, amígdala e córtex pré-frontal no controle do estresse, na 
tentativa de entender como o mau funcionamento destas estruturas reguladoras 
do estresse pode resultar em disfunção do eixo HPA e em doenças emocionais. 
Segundo Herman e colaboradores (1, 3), disfunção no sistema 







avançadas de neuroimagem têm apoiado a maioria das evidências, desde 
observações post-mortem e estudos de lesões naturais ou psicocirúrgicas, até a 
participação do hipocampo, amígdala e córtex pré-frontal medial em transtornos 
afetivos. Por exemplo, há a diminuição do volume do hipocampo e alterações no 
fluxo sanguíneo do córtex pré-frontal e amígdala de indivíduos deprimidos (61). 
Muitas dessas mudanças são revertidas com tratamento antidepressivo (62). 
Transtornos neuropsiquiátricos estão associados com o estresse 
da vida; o estresse é conhecido por exacerbar o estado depressivo, e o transtorno 
de estresse pós-traumático (PTSD) é desencadeado pela exposição à grave 
episódio estressante (63). Estes transtornos são acompanhados por alterações na 
secreção de glicocorticoides, sugerindo que disfunções no eixo HPA estão 
envolvidas com os efeitos deletérios que o estresse pode causar no estado 
emocional. Uma grande parcela dos indivíduos que sofrem de depressão 
apresentam resistência ao feedback de glicocorticoides, implicando em episódios 
de hiperssecreção com consequências nas funções somática e cognitiva (52). Por 
outro lado, pacientes com PTSD tem diminuído o nível basal de corticosteroides 
(64) e, portanto, tem diminuída sua capacidade de resposta ao estresse (65). Tais 
observações indicam a importância da manutenção de um nível ótimo da 
capacidade de resposta do eixo HPA, já que a maioria dos distúrbios emocionais 
pode estar associada com a hiper ou hipossecreção de glicocorticoides – o 
hipocampo e o córtex pré-frontal estão amplamente envolvidos na inibição da 
secreção do eixo HPA e a amígdala ativa a secreção de glicocorticoides, como 







A estimulação do hipocampo diminui a secreção de 
glicocorticoides em ratos e humanos (68), sugerindo que esta região, de fato, 
pode inibir a ativação do eixo HPA. Sustentando essa hipótese, numerosos 
estudos indicam que hipocampectomia total, lesão na fímbria-fornix ou lesão 
excitotóxica no hipocampo aumentam a secreção de corticosterona e/ou ACTH 
(69-72). Lesão no sistema hipocampal também eleva os níveis de CRH no PVN 
e/ou mRNA da AVP, indicando que este tipo de lesão afeta a biossíntese dos 
elementos secretores de ACTH em neurônios hipofisiotróficos (9, 73, 74). A 
elevada densidade de receptores de glicocorticoides no hipocampo e o 
pronunciado efeito da lesão durante a fase de recuperação da secreção de 
glicocorticoides induzida por estresse têm levado alguns autores a acreditar que o 
hipocampo participa do feedback negativo no eixo HPA (1, 9, 67, 72, 75). 
A regulação do eixo HPA pelo hipocampo parece depender da 
região e do tipo de estresse aplicado. Por meio de lesões sequenciais foi possível 
observar que o efeito inibitório do hipocampo na liberação de corticosterona 
induzida por estresse, assim como a expressão de mRNA para CRH/AVP, é 
exercida por neurônios encontrados na região CA1 do hipocampo. No que diz 
respeito às modalidades de estresse, vários estudos indicam que a lesão no 
subiculum ventral pode causar elevação da secreção de glicocorticoides, após 
estresse por contenção, campo aberto ou labirinto em cruz elevado, mas não se 
altera após estresse por inalação de vapor de éter ou hipóxia (9, 76, 77). 
Entretanto, alguns estudos, que também empregaram técnicas de lesão, 
demonstraram ação excitatória, em particular do hipocampo dorsal, na ativação 
do eixo HPA (68, 78, 79). Mueller e Herman (3, 77) mostraram que pode haver 







lesão no subiculum ventral, sugerindo novamente que, em alguns casos, lesões 
podem ter efeitos opostos dependendo do tipo de estresse. O hipocampo pode 
também estar envolvido na avaliação da intensidade do estresse. Trabalhos 
realizados em ratos hipocampectomizados indicam maior sensibilidade a estresse 
leve, como mudança de gaiola (80). E lesão no subiculum ventral de ratos mostra 
um aumento mais robusto da atividade do eixo após exposição ao campo aberto, 
um estímulo que produz uma resposta de corticosterona relativamente branda em 
ratos não lesados (76). 
Ainda, estresse crônico, tratamento de longo prazo com altas 
doses de corticosterona e envelhecimento estão associados com prejuízo no 
hipocampo, queda dos níveis de receptores de corticosteroides e respostas 
prolongadas ao estresse, sugerindo uma ligação entre a diminuição da 
sinalização por glicocorticoides no hipocampo e a inibição do eixo HPA (75, 81). 
Administração sistêmica de antagonistas de MR abole a habituação do eixo HPA 
a estresse repetido (47), enquanto a infusão central de antagonistas de GR 
retarda o desligamento da resposta de corticosterona a novidade (82). 
A capacidade do glicocorticoide sintético dexametasona de 
bloquear a resposta do eixo HPA ao estresse por éter é prejudicada pela 
hipocampectomia (83, 84); entretanto, nem a secção da fímbria-fornix, nem lesão 
no hipocampo prejudicam os efeitos do feedback rápido ou tardio de altas doses 
de corticosterona na liberação de ACTH após estresse por contenção ou hipóxia 
(76). 
O córtex pré-frontal medial também está envolvido na regulação 







frontal medial aumentam a secreção de ACTH e corticosterona e induzem mRNA 
do gene c-fos no PVN após estresse por contenção, mas não após estresse por 
inalação de vapor éter, indicando o papel específico do estresse na inibição do 
eixo HPA (85-87). Alguns estudos indicam que o córtex pré-frontal medial 
desempenha um papel consideravelmente mais complexo - uma grande lesão, 
restrita ao lado direito, no córtex infralímbico aumenta (ao invés de diminuir) a 
resposta de corticosterona após estresse por contenção; entretanto, lesão do lado 
esquerdo não afeta a secreção de glicocorticoides (88). Somando-se a isso, o 
córtex infralímbico pode afetar de diferentes maneiras as respostas a estímulos 
inflamatórios; lesão nesta região atenua a secreção de ACTH após injeção de 
interleucina 1β, mas o mesmo não ocorre após estresse por barulho (89). Tais 
observações sugerem uma intrincada organização topográfica das eferências 
(output) do córtex pré-frontal para circuitos reguladores do eixo HPA.  
O córtex infralímbico projeta-se extensivamente para a parte 
anterior do BNST, para os núcleos central e medial da amígdala e para os 
núcleos do trato solitário, todos envolvidos na excitação do estresse (90-92). Por 
outro lado, o córtex pré-límbico tem poucas aferências (input) vindas dessas 
estruturas, mas projeta-se para a área pré-óptica ventrolateral, hipotálamo 
dorsomedial e regiões próximas ao PVN, todas as áreas envolvidas com a 
inibição do estresse (90, 91). Sendo assim, o córtex pré-frontal infralímbico e o 
cingulado anterior pré-límbico podem desempenhar diferentes papéis na 
regulação do eixo HPA. 
Assim como o hipocampo, o córtex pré-frontal possui um grande 







Muitos desses neurônios expressam c-fos após contenção sugerindo que os 
estímulos estressantes atingem esses mesmos neurônios (93). Implantes de 
corticosterona nessa região atenuam a resposta do eixo HPA após estresse por 
contenção, mas não após inalação de vapor de éter, sugerindo que o córtex pré-
frontal pode ser uma das regiões envolvidas na regulação do feedback negativo 
dos glicocorticoides a modalidades específicas de estresse (85, 94). 
A amígdala, por sua vez, é conhecida pela ativação do eixo HPA, 
de respostas autonômicas e sentimentos de medo e ansiedade (95, 96). A 
influência da amígdala no sistema HPA é amplamente mediada pelos seus 
núcleos central e medial, que agrupam os principais neurônios de projeção 
amigdalar para o prosencéfalo basal, estruturas hipotalâmicas e tronco cerebral 
(97). Lesão extensa na amígdala ou lesão no núcleo central ou medial reduz a 
secreção de ACTH e/ou corticosterona após estresse (98-102); por outro lado, a 
estimulação dessas áreas aumenta a atividade do eixo HPA (103-105). 
Assim como em outras regiões límbicas, a influência da amígdala 
no eixo é específica tanto para o tipo de estresse como para a região envolvida. O 
núcleo medial da amígdala (MeA) mostra intensa indução de c-fos após alguns 
tipos de estresse como contenção, natação, exposição ao predador e interação 
social (86, 87, 106, 107), mas apresenta pouca ativação após injeção de 
interleucina 1β, hipóxia ou hemorragia (86, 87, 108, 109). Lesão na amígdala 
medial reduz as respostas do eixo a estresse por contenção (110). Por outro lado, 
lesão no núcleo central da amígdala responde preferencialmente a estímulos 







ativação do eixo HPA após injeção de interleucina 1β, mas não após contenção 
(99, 110-112). 
A amígdala é também um alvo potencial para glicocorticoides. 
Tanto o núcleo central (CeA) como o medial (MeA) expressam GR e MR. A 
expressão de MR é muito mais fraca que a de GR, especialmente no MeA; a 
presença dos dois receptores sugere que ambos os núcleos estão aptos a 
processar sinais relacionados aos níveis basais e pós-estresse de glicocorticoides 
(25, 27-29). 
O papel que os núcleos CeA e MeA desempenham na sinalização 
de glicocorticoides pode diferir, substancialmente, do papel desempenhado pelo 
hipocampo e córtex pré-frontal, regiões envolvidas na inibição do feedback. 
Estudos procuraram investigar a regulação desse sistema e indicaram que os 
glicocorticoides podem aumentar a expressão de CRH no CeA (41), 
diferentemente do conhecido efeito inibitório dos glicocorticoides na produção de 
CRH no PVN (113). Implantes de glicocorticoides no CeA não afetam a 
capacidade de resposta a estresse agudo, mas parecem potenciar respostas 
autonômicas após exposição a estresse crônico (94). Neste sentido, o CeA 
parece ser seletivamente ativado por estressores heterotípicos associados a 
estresse crônico, sugerindo que este núcleo esteja envolvido no processo de 
facilitação (114). Observados em conjunto, esses resultados têm levado muito 
autores a aceitar a hipótese de que os receptores de glicocorticoides, na 
amígdala, desempenham um papel na sinalização positiva (feed-forwad) na 
regulação do estresse, servindo como potenciadores e não inibidores das 







Apesar do grande envolvimento do hipocampo, córtex pré-frontal 
medial (mPFC) e amígdala na regulação do eixo HPA, não há muitas evidências 
de que essas regiões inervem diretamente o PVN. Pelo contrário, hipocampo, 
córtex pré-frontal e amígdala projetam-se para um grande número de populações 
celulares do prosencéfalo basal, hipotálamo e tronco cerebral. Estes últimos, sim, 
inervam o PVN parvocelular medial. Assim, a fim de acessar os principais 
neurônios efetores do estresse, informações vindas do sistema límbico requerem 
uma sinapse intermediária (116). 
No BNST e hipotálamo a maioria desses neurônios intermediários 
são GABA-égicos. Combinando hibridização in situ e/ou estudos de rastreamento 
retrógrado, notou-se que a maioria dos neurônios de projeção do PVN, no BNST, 
área pré-óptica ventrolateral, núcleos hipotalâmicos dorsomediais e regiões 
periféricas ao próprio PVN, são ricas em neurônios que expressam marcador 
GABA-érgico GAD (ácido glutâmico decarboxilase), tratando-se então de 
neurônios GABA-érgicos (32, 33, 117, 118). Esses neurônios GABA-érgicos 
apresentam imunorreatividade a c-fos após estresse por natação, sugerindo que 
essas células estão envolvidas na regulação de respostas do eixo HPA (31). As 
respostas do eixo são inibidas após infusão direta de muscimol, agonista do 
receptor GABAA, na região dos neurônios do PVN, confirmando o importante 
papel do GABA na regulação dos neurônios hipofisiotróficos do PVN (117). 
O BNST recebe a maioria das informações vindas de regiões 
límbicas reguladoras de estresse. Em muitos casos, há uma considerável 
sobreposição de projeções originadas de várias fontes límbicas; o MeA, córtex 







região anteromedial do BNST (32, 119, 120). Estudos empregando lesão ou 
estimulação sugerem que o papel do BNST na integração do estresse é 
dependente da região; regiões posterior-mediais estão envolvidas na inibição do 
eixo HPA, enquanto regiões anterior-laterais são excitatórias do eixo (1, 120-122). 
Os efeitos do BNST nas respostas do eixo HPA, dependentes da região, podem 
estar associados com a topografia das aferências (inputs) amigdalar e 
hipocampal; a subdivisão fusiforme do PVN que se projeta para a região 
anterolateral é inervada preferencialmente pelo CeA, enquanto os núcleos 
fasciculares e transverso, posteriormente situados, recebem várias entradas 
vindas do vSUB (32, 123-125). 
Existem muitas conexões entre o hipotálamo e o PVN 
parvocelular ventral, mas poucas dessas conexões têm sido sistematicamente 
estudadas em relação à regulação do eixo HPA. A literatura sugere que apenas 
duas regiões de projeção do PVN, a área pré-óptica medial e o núcleo 
hipotalâmico dorsomedial, têm um papel na integração do eixo. Lesão nesses 
dois núcleos aumenta a liberação de corticosterona (116, 126, 127). Por outro 
lado, estimulação desses mesmos núcleos pode inibir neurônios do PVN (128), e 
a estimulação da região média da área pré-óptica pode reverter os efeitos 
excitatórios da estimulação amigdalar na ativação do HPA (129). Após exposição 
a estresse, populações de células GABA-érgicas desses núcleos expressam c-
fos. Esses resultados são consistentes com o papel inibitório da área pré-óptica 
medial e núcleo dorsomedial do hipatálamo na regulação do HPA, indicando o 
potencial dessas estruturas hipotalâmicas em conectar os circuitos moduladores 







A organização dos grupos celulares nas regiões periféricas ao 
PVN é particularmente interessante. Campos de projeção, vindos do vSUB e em 
menor medida do mPFC, podem ser observados na proximidade do PVN (32, 90, 
91, 130), correspondendo a áreas contendo um grande número de neurônios 
GABA-érgicos (33, 117). Dendritos de neurônios do PVN estão largamente 
confinados dentro dos próprios núcleos (131), indicando que aferências límbicas 
podem não interagir diretamente com os próprios neurônios no PVN. 
Neurônios GABA na periferia do PVN são ativados por glutamato 
(132) e, expressam subtipos de receptores de glutamato (133). Estes neurônios 
também expressam mRNA para uma das isoformas da enzima GAD (ácido 
glutâmico descarboxilase), a GAD65, após estresse crônico (117), em paralelo à 
regulação de longo prazo do eixo HPA. Injeções de um antagonista ionotrópico 
para glutamato nos arredores do PVN potencializam as respostas de 
glicocorticoides após estresse de contenção (134), consistente com o bloqueio da 
excitação por glutamato nesses neurônios GABA. Esses resultados estão de 
acordo com a interação entre as estruturas límbicas excitatórias e as vias 
inibitórias próximas ao PVN. 
Vias moduladoras do estresse no tronco cerebral provavelmente 
conduzem informações excitatórias para o PVN. Por exemplo, o núcleo do trato 
solitário (NTS) fornece entradas catecolaminérgicas (norepinefrina) e não-
catecolaminérgicas (Glucagon-Like Peptide 1 - GLP-1) para o PVN parvocelular 
medial (135-137). A norepinefrina é liberada dentro do PVN após estresse e, ativa 







A existência desses dois supostos circuitos de neurônios fornece 
importantes informações sobre a natureza do processamento de informações do 
estresse. Dados anatômicos suportam a hipótese de que a grande maioria das 
vias do mPFC e vSUB, que vão para os centros subcorticais de estresse, 
empregam glutamato. Células piramidais do mPFC e vSUB expressam 
abundantemente mRNA do transportador vesicular de glutamato do tipo 1 
(VGlut1), um marcador específico de neurônios glutamatérgicos (140). Estudos 
combinados de traçadores retrógrados e hibridação in situ confirmaram que a 
grande maioria das aferências corticais e hipocampais para regiões de projeção 
do PVN (BNST, hipotálamo dorsomedial e área pré-óptica ventrolateral medial) 
realmente contém VGlut1, confirmando uma entrada glutamatérgica nessas 
áreas. Por outro lado, a maioria das áreas amigdalares implicadas na regulação 
do estresse expressam mRNA para GAD65 ou 67, sugerindo um fenótipo GABA-
érgico; de fato, a grande maioria das projeções da CeA e MeA para o PVN são 
GABA-érgicas. 
Em vista do fenótipo GABA-érgico do prosencéfalo basal e 
projeções hipotalâmicas do PVN, é provável que informações límbicas sejam 
retransmitidas ao PVN. No prosencéfalo informações límbicas descendentes 
parecem fazer interface com grande número de populações celulares GABA-
érgicas, projetando-se do PVN parvocelular medial. Uma porção dessas entradas 
regulatórias pode ser mediada por populações de células locais nos arredores do 
PVN, que se projetam para o próprio PVN. Entradas glutamatérgicas no vSUB e 
mPFC são, portanto, posicionadas para inibir neurônios do PVN via ativação de 







promover a liberação de CRH por meio de desinibição, isto é, sinapses 
sequenciais de GABA (Figura 1 – adaptado de Herman e colaboradores) (3). 
As interconexões límbico-prosencefálicas apresentam-se de 
várias formas. O núcleo do trato solitário (NTS) está intimamente envolvido na 
excitação de neurônios PVN, via catecolaminas e/ou neuropeptídeos (GLP-1). 
Assim, seria de se esperar que a estimulação dessas estruturas por sinais 
excitatórios descendentes (glutamato) levasse a ativação transináptica do eixo 
HPA. Entretanto, entradas GABA-érgicas podem diminuir a ativação desse eixo 
(141, 142). 
Na maioria dos casos, a anatomia dessas interconexões límbico-
PVN pode ser observada em estudos de lesão e estimulação. Por exemplo, lesão 
de uma grande população de células glutamatérgicas no hipocampo aumenta a 
resposta do eixo HPA, implicando na perda da inibição transináptica (1). Por outro 
lado, lesão predominantemente GABA-érgica no MeA reduz a liberação de ACTH 
induzida por estresse e ativação do PVN (110). Os efeitos excitatórios do estresse 
na estimulação do MeA podem ser bloqueados por lesões em regiões ricas em 
GABA como o BNST ou área pré-óptica, corroborando a proposta desinibição do 








Figura 1 - Representação diagramática das vias límbicas integrativas de estresse, vindas do córtex 
pré-frontal medial, amígdala e hipocampo. O córtex pré-frontal medial (mPFC) abrangendo neurônios 
de áreas pré-límbicas (pl), cingulado anterior (ac) e córtex infralímbico (il), apresentam diferentes 
ativações do eixo HPA nas respostas de estresse. Áreas pl e o ac enviam projeções excitatórias 
(círculos escuros e linhas sólidas com setas) para regiões periféricas ao PVN e núcleo leito da estria 
terminal (BNST), ambas enviam projeções diretas GABA-érgicas inibitórias para o PVN parvocelular 
medial (círculos claros e linhas pontilhadas que terminam em quadrados). Essas duas cadeias de 
neurônios podem ser inibitórias na natureza. Por outro lado, projeções do il para regiões do NTS, 
enviam projeções excitatórias para o PVN, levando a excitação do PVN a partir dessas regiões 
corticais. O subiculum ventral (vSUB) envia projeções excitatórias para inúmeras regiões 
subcorticais, incluindo a parte posterior do BNST, regiões periféricas ao PVN, região ventrolateral da 
área pré-óptica medial (vlPOA) e região ventrolateral do núcleo hipotalâmico dorsomedial (vlDMH); 
todas essas regiões enviam projeções GABA-érgicas para o PVN e provavelmente são responsáveis 
pela inibição transináptica. O núcleo medial da amígdala (MeA) envia projeções inibitórias para 
populações GABA-érgicas que se projetam para o PVN, como o BNST, o vlPOA e regiões periféricas 
ao PVN, provocando a desinibição transinaptica. Um arranjo semelhante pode existir para o núcleo 
central da amígdala (CeA), que envia eferências GABA-érgicas para a região ventrolateral do BNST e 
em menor extensão, para o vlDMH. O CeA também projeta neurônios GABA-érgicos no NTS, podendo 







Considerando que os cenários descritos anteriormente são 
plausíveis para as interconexões no hipotálamo e BNST, interconexões límbicas e 
NTS podem ser ainda mais complexas. Inervações corticais infralímbicas no NTS 
podem sugerir interações glutamato-noradrenérgicas ou glutamato-peptidérgicas 
GLP-1, possivelmente excitatórias em natureza. No entanto, neurônios de 
projeção do CeA são predominantemente GABA-érgicos, fazendo com que as 
interconexões amígdala-NTS inibam o eixo HPA. Ainda, é importante notar que a 
sinaptologia das conexões do CeA-NTS não estão determinadas; portanto, é 
possível que essas estruturas possam conectar interneurônios inibitórios no 
próprio NTS. Terminações marcadas anterogradamente, vindas do CeA, 
aparecem em sinapses de neurônios GABA-érgicos dentro do NTS (143). 
Enquanto as projeções do CeA são largamente GABA-érgicas, existem algumas 
populações de células nessas regiões expressando fenótipos alternativos. Por 
exemplo, o CeA contém uma população de neurônios positivos para CRH na sua 
porção lateral (95); a ativação seletiva de células de projeção do NTS, nessas 
regiões, pode ser responsável pela excitação amigdalar nas entradas 
ascendentes do PVN. 
Enquanto a principal saída do CeA parece ser GABA-érgica, o 
próprio núcleo tem múltiplas conexões intrínsecas e extrínsecas (97) e expressam 
diferentes tipos de neurônios peptidérgicos, sugerindo um alto grau de 
complexidade na modulação da resposta do eixo em diversas modalidades de 
estresse. 
A associação das regiões regulatórias do HPA do sistema límbico 







hipocampo, córtex pré-frontal e a amígdala podem ser responsáveis pela hiper ou 
hipossecreção de glicocorticoides, observadas em distúrbios afetivos. Como 
mencionado acima, é claro que o envolvimento do sistema límbico na regulação 
do HPA é um tema complexo, com organização topográfica e atributos de 
estímulo desempenhando um importante papel na determinação de como uma 
região afetará as respostas do eixo ao estresse. Considerando que os resultados 
obtidos com animais ainda não são suficientes para fornecer modelos detalhados 
de disfunções relacionadas a doenças afetivas neuroendócrinas, estes podem 
fornecer pistas importantes de como estruturas límbicas atuariam neste processo: 
(a) todas as estruturas límbicas agem através de intermediários subcorticais, 
indicando que os efeitos no eixo HPA são indiretos e dependentes da integridade 
funcional dessas interconexões subcorticais; (b) existem consideráveis 
oportunidades de integração de informações límbicas e regiões intermediárias; 
em muitas regiões como no BNST, existem sobreposições de estruturas em 
campos com inervação de origem inibitória (hipocampo, córtex pré-límbico) e 
excitatória (MeA), indicando que informações límbicas podem estar restritas a 
regiões subcorticais; (c) existem também importantes diferenças nas 
características de projeção de regiões límbicas reguladoras do estresse; assim, a 
contribuição de uma determinada região à resposta de estresse pode ser pesada 
diferentemente na associação com os atributos sensórios de estímulo 
estressante; CeA e córtex infralímbico podem ser seletivamente sintonizados para 
estímulos interoceptivos ou viscerais; finalmente, o hipocampo, a amígdala e o 
córtex pré-frontal medial expressam tanto GR como MR, tornando-os alvos da 
ação de glicocorticoides. Sendo assim, o feedback dos glicocorticoides é, 







somam-se a ativações neurais induzidas por estímulos das respectivas regiões, 
para modular negativa ou positivamente o eixo HPA. A conexão entre as 
estruturas límbicas, os transtornos afetivos e as disfunções do eixo HPA, estão 
provavelmente associados a uma deficiência na integração das informações do 
hipocampo, amígdala e córtex pré-frontal. 
Respostas ao estresse, transtornos de ansiedade e depressão 
têm um impacto significativo na sociedade moderna. Embora os sintomas estejam 
bem caracterizados, os mecanismos moleculares que levam à depressão e à 
ansiedade ainda não são conhecidos. 
A depressão é uma das principais causas de morbidade em todo 
o mundo, um transtorno com risco recorrente de perda da vida, devido ao risco de 
suicídio (144, 145). Em 1990 o projeto “Global Burden of Disease” da 
Organização Mundial de Saúde (OMS), classificou o Transtorno da Depressão 
Maior (Major Depressive Disorders – MDD) como a quarta maior causa de 
incapacidade, e previu que em 2020, o MDD pode ser a segunda maior causa de 
incapacidade no mundo (145-147). A ideia de que o MDD seja o resultado de uma 
complexa integração entre fatores genéticos, sociais e comportamentais é 
amplamente aceita, mas sua etiologia ainda não foi elucidada, como já 
mencionado; estratégias eficazes de prevenção e tratamento da depressão se 
fazem urgentemente necessárias, uma vez que a farmacoterapia disponível para 
tratar esses transtornos é limitada e insuficiente em relação à eficácia e tolerância 
(145, 148-150). 
Ao longo das últimas quatro décadas, o estudo do sistema 







fisiopatologia e tratamento da depressão (151). Também contribuiu no 
desenvolvimento de um grande número de diferentes classes de antidepressivos, 
incluindo os tricíclicos (imipramina), os inibidores de monoamina oxidase (MAO), 
os inibidores seletivos de recaptação de serotonina (SSRIs - fluoxetina), os 
inibidores seletivos da recaptação de noradrenalina (SNRIs – reboxetina) e os 
antagonistas de receptores de monoaminas (145, 152, 153). Entretanto, 
antidepressivos que tem como alvo o sistema aminérgico, fazem efeito apenas 
em alguns pacientes. Além disso, existe uma grande discrepância entre as ações 
farmacológicas e bioquímicas dos antidepressivos (poucos minutos) e a alteração 
clínica esperada que pode levar de 10 a 15 dias (154). Devido a este tempo de 
latência, pacientes deprimidos correm grande risco de suicídio. Humor deprimido, 
um dos principais sintomas da MDD, pode ser induzido experimentalmente pela 
redução da disponibilidade de serotonina apenas em um subgrupo de humanos 
particularmente vulneráveis. Este resultado deixa claro que não existe relação 
direta entre as mudanças no sistema aminérgico e a ocorrência de depressão 
(155, 156). As monoaminas exercem apenas uma influência modulatória na 
sintomatologia da depressão (157). Neste sentido, para melhor entender a 
biologia da depressão, é necessário avaliar outros neurotransmissores e/ou 
sistemas de neuropeptídeos, assim como suas interrelações. 
Há indicações de que neupeptídeos como o CRF, AVP, 
Substância P (SP), Neuropeptídeo Y (NPY) e Galanina (GAL), desempenham um 
importante papel não apenas na integração das funções endócrinas e 
autonômicas, mas também estão crucialmente envolvidos nos sinais clínicos e 
sintomas da depressão (148, 158). Além disso, os aminoácidos 







sináptica e em circuitos neurais têm também um envolvimento significativo na 
patogênese da depressão. O GLU e o GABA são, respectivamente, os principais 
neurotransmissores excitatório e inibitório no sistema nervoso central (159). Ao 
contrário das monoaminas que ocupam apenas 5% das sinapses no cérebro, 
GLU e GABA são responsáveis por mais de 50% das sinapses (154). Além disso, 
foram identificadas entradas excitatórias glutamatérgicas e inbitórias GABA-
érgicas em neurônios que expressavam CRH no hipotálamo (128, 160). Neste 
sentido, a seguir, os neuropeptídeos CRH, AVP, Substância P, Neuropeptídeo Y e 
Galanina e os aminoácidos GLU e GABA, serão descritos com mais detalhes em 
relação aos transtornos de humor. 
1.1. Hormônio Liberador de Corticotrofina - CRH 
O CRH é um neuropeptídeo com 41 aminiácidos, que inicia a 
resposta ao estresse no eixo HPA e tem sido objeto de intensa investigação na 
fisiopatologia e tratamento de transtornos de depressão e ansiedade (158). É 
muito bem conhecido que o eixo HPA desempenha um papel chave tanto nas 
respostas ao estresse como na patogênese da depressão (148, 161). Pacientes 
deprimidos apresentam hiperatividade do eixo HPA e ativação de neurônios que 
expressam CRH no PVN (148, 162). A ação biológica do CRH e a liberação de 
peptídeos são mediadas pela ativação de duas isoformas de receptores. Os 
receptores CRF1 e CRF2 exibem diferentes funções e padrão de expressão 
específico do tecido e afinidade de ligação em relação ao CRH e outros ligantes 
endógenos (163). Testes clínicos, estudos de neuroimagem e post-mortem 
fornecem evidências de mudanças no sistema CRH na depressão. É importante 







portal da eminência média e regulam a produção de ACTH na pituitária. Outros 
neurônios CRH, também ativados em resposta ao estresse e transtornos de 
depressão, projetam-se para diferentes áreas do cérebro, incluindo o sistema de 
nervos autonômicos que inervam a córtex da adrenal e determinam a 
sensibilidade desta glândula ao ACTH (164). CRH liberado centralmente pode 
induzir pelo menos parte dos sintomas da depressão (165); mudanças na 
atividade desse subgrupo de neurônios CRH de projeção central podem não ser 
diretamente monitoradas medindo alterações hormonais na periferia, mas 
refletirem-se nos níveis de CRH do Fluido Cérebro Espinal (CSF) (162). 
Pacientes deprimidos apresentam diferentes concentrações de 
CRH no CSF. Assim, foram observados níveis elevados de CRH no CSF de 
pacientes com MDD sem tratamento, melancólicos e/ou psicóticos e vítimas de 
suicídio, muitos dos quais eram não suprimidos no teste de supressão por 
dexametasona (DST) (166-170). Em estudos post-mortem, níveis mais elevados 
de CRH foram observados no CSF de 19 vítimas de suicídio em comparação a 
controles que tiveram morte súbita (171). Entretanto, alguns outros estudos não 
acharam diferenças entre as concentrações de CRH-CSF de pacientes 
deprimidos e controles normais (172-175). Curiosamente, também foram 
observadas concentrações baixas de CRH-CSF de pacientes deprimidos. Por 
exemplo, alguns autores notaram uma concentração baixa de CRH-CSF de 
pacientes com sintoma de hiperfagia, hipersonia ou anergia (176-178); já outros, 
descobriram que pacientes deprimidos exibindo supressão no DST tendem a ter 







Existem quatro possíveis explicações para a discrepância da 
literatura em relação à concentração de CRH-CSF: (a) o CRH-CSF pode não vir 
somente do PVN, mas também do tálamo (180), do córtex pré-frontal e do Locus 
Coeruleus (LC) (181, 182), afetados também de forma diferente nos vários tipos 
de transtornos de depressão; (b) dependendo da população de pacientes, isto é, 
pacientes deprimidos com psicose e/ou melancolia, hipercortisolemia, e não 
suprimidos no DST, têm níveis elevados de CRH-CSF - entretanto esses níveis 
são menores em pacientes com depressão eucortisolêmica, suicidas e suprimidos 
no DST; (c) segundo a hora da punção lombar, isto é, a concentração de CRH-
CSF varia ao longo do dia (183, 184), sendo que à tarde e no início da noite os 
níveis são mais elevados. Diversos autores reportaram níveis elevados de CRH-
CSF em pacientes deprimidos que tiveram amostras coletadas durante a manhã 
(167-170, 173); e finalmente (d) a medicação do paciente, ou seja, há evidências 
de que os níveis de CRH-CSF de pacientes deprimidos diminuam 
acentuadamente depois do tratamento com alguns antidepressivos, inclusive com 
terapia eletroconvulsiva (172, 185-190). 
Embora a concentração de CRH-CSF não esteja relacionada com 
a severidade da depressão, estes resultados sugerem que a falta de 
normalização dos níveis de CRH-CSF, constatados após tratamento com 
antidepressivos, pode indicar precocemente uma recidiva. Analisados em 
conjunto, os estudos acima indicam que a elevada concentração de CRH-CSF 
parece ser um estado e não um marcador de depressão (162). 
Neuropeptídeos vindos de tecidos cerebrais parecem ser 







(191). Estudos usando primatas não-humanos sugerem que os níveis de CRH-
CSF refletem principalmente a função extra-hipotalâmica em vez de um sistema 
hipotalâmico. Assim, as manipulações que melhoram a liberação de ACTH pela 
pituitária, como estresse, não são acompanhadas pelo aumento do CRH-CSF 
(192). 
Usando imagens de ressonância magnética (MRI) e tomografia 
computadorizada (CT), alguns autores observaram aumento da pituitária e da 
glândula adrenal de pacientes deprimidos (193-196). Em animais de laboratório, 
após grande estimulação do eixo HPA, foi observada a hiperplasia e hipertrofia da 
pituitária anterior, bem como a hipertrofia da adrenal (197, 198), observações que 
apoiam ainda mais a hipótese de haver um aumento da secreção de CRH 
hipotalâmico na depressão. Além disso, elevados níveis de CRH são encontrados 
em regiões extra-hipotalâmicas do cérebro de pacientes deprimidos, como no LC, 
Núcleos da Rafe e PFC (181, 182, 199, 200). Embora os níveis elevados de CRH 
tenham sido detectados em deprimidos suicidas, o número e a afinidade dos 
receptores de CRH e a quantidade de mRNA de CRF1 estão reduzidos no córtex 
pré-frontal, o que, hipoteticamente, seria uma consequência compensatória do 
aumento de secreção de CRH nas regiões cerebrais (181, 201). 
Além do claro aumento do número de neurônios expressando 
CRH, assim como, aumento dos níveis de mRNA de CRH no PVN de pacientes 
deprimidos, dosagens no PVN de pacientes deprimidos suicidas, mostraram um 
aumento significativo nos níveis de AVP, em comparação com sujeitos controles. 
O número de neurônios que co-expressam CRH-AVP no PVN e os níveis de AVP 







aumentados. É sabido que a AVP age sinergicamente com o CRH para potenciar 
a secreção de ACTH pela pituitária. Assim, esses resultados suportam a noção da 
ativação do eixo HPA durante a depressão (58, 148, 180, 202-204). A função do 
eixo HPA pode ser normalizada com a resolução da psicopatologia depressiva 
(205). 
Tomados em conjunto, como observado em estudos post-mortem 
de cérebro humano e dosagens clínicas de CRH no plasma e CSF de pacientes, 
a hiperatividade dos neurônios CRH é uma importante característica na 
neurobiologia da depressão. O eixo HPA é considerado a via comum final da 
sintomatologia depressiva. A administração de antagonistas de receptores CRF1 
pode claramente ter efeitos antidepressivos em muitos dos modelos animais de 
estresse e depressão (206-208), como será descrito adiante. 
É possível que o CRH esteja implicado em transtornos de 
ansiedade, pois a administração central de CRH pode produzir vários sinais de 
aumento de comportamento ansioso assim como em camundongos transgênicos 
que superexpressam CRH (209, 210). Por outro lado, administração central de 
oligonucleotídeo antissense de CRH, ou antagonistas de receptores de CRH, 
produzem efeito ansiolítico em ratos (209, 211, 212). Ação ansiolítica similar foi 
observada em camundongos transgênicos que não tem CRF1 (213, 214). Estudo 
realizado por Heinrichs e colaboradores em 1997 (215), usando oligonucleotídeo 
antissense para os receptores CRF1 e CRF2, forneceu evidências de que a ação 
ansiogênica do CRH é mediada principalmente pelo receptor CRF1. 
A atividade do sistema noradrenérgico aumenta durante estresse 







medo parece estar associado com o aumento da liberação de noradrenalina em 
humanos (216). Estresse agudo ou crônico e separação materna neonatal, em 
ratos, aumentam a concentração de CRH no LC (217, 218). Por sua vez, quando 
CRH é injetado no LC, aumenta atividade de células noradrenérgicas e liberação 
de noradrenalina em campos terminais (219, 220). Além disso, injeções de CRH 
no LC diminuem atividade no campo aberto e aumentam a retirada defensiva, isto 
é, aumenta o tempo de permanência do animal em um refúgio escurecido do 
campo aberto e aumenta também o movimento de ambulação, indicando aumento 
da ansiedade após administração de CRH no LC (221, 222). Com base nesses 
estudos, pode-se dizer que a ansiedade está associada com aumento de 
atividade no LC, sugerindo a possibilidade de benzodiazepínicos exercerem, pelo 
menos, alguns efeitos ansiolíticos através da redução da aferência estimulatória 
do CRH, para neurônios noradrenérgicos no LC (162). 
Sendo assim, resumidamente, estudos clínicos e pré-clínicos 
apoiam fortemente a ideia de que o CRH pode ser hipersecretado por neurônios 
hipotalâmicos e extra-hipotalâmicos na depressão. Dessa forma, a bem 
documentada hiperatividade do eixo HPA, observada em pacientes deprimidos, 
seria largamente mediada pelo aumento da secreção hipotalâmica de CRH. A 
elevada concentração de CRH-CSF parece refletir a hiperatividade de neurônios 
extra-hipotalâmicos. Mudanças similares foram encontradas em animais adultos 
que foram submetidos a estresse precoce, isto é, hiperatividade do eixo HPA em 
resposta ao estresse, aumento da concentração de CRH hipotalâmico e extra-
hipotalâmico e elevada concentração de CRH-CSF, comparado aos animais 
controle. Curiosamente, essas mudanças na atividade neuronal de CRH podem 







ansiogênico do CRH seria mediado por sua habilidade de aumentar a atividade do 
sistema noradrenérgico no LC. Tanto estresse agudo como crônico e estresse 
precoce aumentam os níveis de CRH no LC; entretanto, drogas ansiolíticas 
diminuem a concentração desse peptídeo nessa mesma área. Ainda, o poderoso 
estresse de privação de sono por 96 horas reduz a sensibilidade beta-adrenérgica 
no PFC de ratos, assim como os tratamentos antidepressivos (223). Os estudos 
clínicos apresentados mostram que os níveis de CRH-CSF são aumentados em 
certos transtornos de ansiedade (como transtorno obsessivo compulsivo – TOC, 
PTSD e síndrome de Tourette) e durante retirada de álcool, mas não em outros 
como transtornos de pânico e ansiedade generalizada. Assim, fica evidente o 
envolvimento do CRH em transtornos de ansiedade e depressão. Estudos 
apresentados por vários autores sugerem que eventos desagradáveis precoces 
estão associados com o desenvolvimento de depressão e ansiedade na idade 
adulta, dando origem a alterações duradouras em neurônios contendo CRH, 
aumentando a vulnerabilidade individual para transtornos de afetividade e 
ansiedade. Dessa forma, agentes que bloqueiam a ativação do CRH, como 
antagonistas de receptores de CRF1 (CP154,526 ou SSR125543), seriam úteis no 
tratamento de transtornos de humor e ansiedade (153, 158, 224-227). 
1.2  Vasopressina - AVP 
A vasopressina é um nonapeptídeo sintetizado no PVN e núcleo 
supra-óptico, sendo também um regulador chave do eixo HPA. Estresse estimula 
a liberação de vasopressina da eminência média para a circulação porta-pituitária, 







Neurônios extra-hipotalâmicos contendo vasopressina foram 
identificados em ratos, principalmente nos núcleos MeA e BNST (229). A 
vasopressina liberada desses neurônios exerce seus efeitos por meio de uma 
densa rede de receptores (V1A e V1B), expressos principalmente em áreas 
límbicas e hipotalâmicas (230). Esse padrão de distribuição sugere que a 
vasopressina possa exercer um papel modulatório na função límbica e na 
resposta ao estresse, uma vez que a injeção intracerebroventricular desse 
peptídeo alteraria comportamentos sociais e ansiosos em roedores (231). Além 
disso, anormalidade na expressão de vasopressina e seus receptores pode ser 
observada tanto na depressão clínica como em modelos animais de depressão 
(232, 233). Contudo, a liberação de vasopressina em voluntários saudáveis 
antecipa reações de ansiedade provocadas por estresse (234). Esses resultados 
sugerem que o desequilíbrio do eixo HPA nos transtornos de depressão e 
ansiedade estaria associado a um desvio no sentido do aumento da influência da 
vasopressina no controle do eixo HPA (205, 235). Assim, antagonistas de 
receptores AVP representariam potenciais agentes no tratamento desses 
transtornos. 
O antagonista não-peptídico do receptor V1B, SSR149415, exerce 
um marcado efeito ansiolítico e antidepressivo em roedores (236, 237). 
Curiosamente, embora sua atividade antidepressiva tenha sido comparada à de 
antidepressivos de referência, o perfil geral apresentado em testes de ansiedade 
foi diferente dos observados com ansiolíticos clássicos, tais como os 
benzodiazepínicos. Estes foram ativos em uma grande variedade de modelos de 
ansiedade, porém o SSR149415 apresentou efeitos bem definidos somente em 







antagonista V1B, no septo lateral e no CeA, desempenha papel predominante nos 
efeitos antidepressivos, mas não nos ansiolíticos (238). Em contraste aos 
marcados efeitos farmacológicos do antagonista V1B, camundongos com uma 
mutação nesses receptores mostraram redução da agressividade, mas 
comportamento ansioso e resposta neuroendócrina ao estresse normais, 
possivelmente como resultado de alterações no nível de compensação de 
receptores V1A ou no sistema CRH. Poucos são os estudos sobre a influência do 
receptor V1A nas respostas ao estresse (239). Sendo assim, o bloqueio de 
receptores V1B pode representar uma nova alternativa farmacológica para o 
tratamento de transtornos psiquiátricos relacionados ao estresse. 
1.3  Substância P – SP 
Desde que foi descoberta em 1930, a SP tem sido um dos 
neuropeptídeos mais estudados. SP é um peptídeo com 11 aminoácidos 
pertencente à família das taquicininas; sua ação biológica é mediada por 
receptores acoplados à proteína G (NK1). Durante décadas pesquisadores 
mapearam a distribuição da SP e existem muitas especulações a respeito de seu 
papel fisiológico na inflamação, dor, funções gastrintestinais e respiratórias e 
resposta ao estresse. Só após o desenvolvimento de antagonistas seletivos de 
NK1, na última década, foi possível testar estas hipóteses. Evidências pré-clínicas 
apoiam um importante papel do sistema receptor SP-NK1, em comportamentos 
relacionados ao estresse e têm guiado o desenvolvimento clínico de antagonistas 
de receptores NK1. A eficiência antidepressiva do primeiro antagonista de 
receptor NK1 desenvolvido clinicamente, MK0869, foi originalmente demonstrada 







segundo composto L759274 (241). Antagonistas de receptores NK1 são 
geralmente bem tolerados, causando menos náusea e disfunção sexual que 
antidepressivos usados correntemente. Outro membro da família das taquicininas, 
neurocinina A, que atua através de receptores NK2, foi investigado em relação a 
seu papel em transtornos de depressão e ansiedade (242). 
A elucidação do papel da SP nas respostas ao estresse mediadas 
centralmente tiveram início com estudos neuroanatômicos, mapeando a 
expressão de SP e receptores de NK1 em circuitos neurais envolvendo a 
amígdala, hipotálamo, hipocampo e substância cinzenta periaquedutal. A 
concentração de SP é alterada nessas regiões do cérebro em resposta a 
estímulos nocivos ou aversivos. Por exemplo, separação maternal de cobaias 
causa liberação de SP na amígdala, região cerebral chave na orquestração 
endócrina, cardiovascular, respiratória e na resposta comportamental ao estresse 
(240). Em adição a estes efeitos na região límbica, a SP também tem uma relação 
anatômica única com monoaminas que podem mediar o efeito terapêutico de 
drogas antidepressivas usadas clinicamente. No cérebro humano, 
aproximadamente 50% dos neurônios do Núcleo Dorsal da Rafe (DRN) contém 
serotonina coexistindo com SP (243). 
Bloqueadores farmacológicos ou deleção gênica dos receptores 
NK1 causam um aumento na taxa de disparo dos neurônios DRN sem aumentar o 
efluxo de serotonina no córtex cerebral (244, 245). Antagonistas de receptores 
NK1 também aumentam a taxa de disparo de neurônios contendo noradrenalina 








Injeção central de SP produz uma gama de respostas 
comportamentais e cardiovasculares de estresse em ratos e cobaias. Dentre 
estas respostas pode observar-se um perfil ansioso no labirinto em cruz elevado, 
potenciação da resposta de sobressalto acústico (startle response), vocalizações 
de angústia e comportamento de fuga, além de alterações cardiovasculares que 
se assemelham às respostas de defesa a estímulos ameaçadores (240, 246-248). 
Por outro lado, o L760735, antagonista do receptor NK1 centralmente ativo, exibe 
atividade antidepressiva e ansiolítica em uma serie de modelos animais, como: 
inibição de agressividade no teste do intruso X residente, inibição da vocalização 
de angústia, aumento da ingestão de glicose no paradigma do estresse crônico 
leve, aumento da interação social e aumento do tempo de espera nos braços 
abertos do labirinto em cruz elevado (249-252). Essas observações estão de 
acordo com a redução do comportamento ansioso em camundongos “knockout” 
para o receptor NK1, que apresentam baixa agressividade, atenuada resposta de 
vocalização induzida por estresse e aumento do tempo de espera nos braços 
abertos do labirinto em cruz elevado (249, 253, 254). Curiosamente, embora já 
bem estabelecidos, os antidepressivos e ansiolíticos podem causar deficiência 
motora ou sedação em animais, efeitos não observados com antagonistas de 
receptores NK1. 
1.4  Neuropeptídeo Y – NPY 
O neuropeptídeo Y (NPY) pertence à mesma família de peptídeos 
pancreático (PP) e YY (PYY). É cotransmissor simpático e abundantemente 
expresso em muitas áreas do cérebro como no LC, hipotálamo, amígdala, 







com a noradrenalina, GABA e somatostatina (255). Suas ações são mediadas por 
três subtipos de receptores heterogêneos, acoplados à proteína G (Y1, Y2 e Y5), 
responsáveis por mediar alguns efeitos no sistema nervoso central. Receptores 
Y2 podem agir como autorreceptores pré-sinápticos de NPY; seu bloqueio 
potencializa a liberação de NPY endógeno e sua subsequente ação pós-sináptica 
(255). 
Alguns autores demonstraram que o NPY pode ter um papel 
crucial na alimentação, no ritmo circadiano, na cognição e convulsão. Além disso, 
experimentos pré-clínicos em humanos têm sugerido que pode haver alguma 
relação entre o baixo nível de NPY e aumento do risco de transtornos de humor e 
ansiedade. Em modelos animais, o NPY é expresso e liberado após estresse, e 
atenua as consequências comportamentais do estresse (255-258). A ativação de 
receptores Y1 e Y5, na amígdala basolateral de roedores, produz um efeito 
ansiolítico relacionado à dose (259). Contudo, provavelmente através de inibição 
pré-sináptica da liberação endógena de NPY, a ativação de receptores Y2 é 
ansiogênica (260, 261). Administração central de antagonistas de receptor Y1 
pode ter efeito antidepressivo (262). A avaliação de linhagens de camundongos 
mutantes, que não tem NPY, sustenta o possível efeito ansiolítico e 
antidepressivo deste neuropeptídeo. Curiosamente, estes camundongos mutantes 
mostraram um aumento do comportamento ansioso (263). Já camundongos 
mutantes sem os receptores Y2 confirmam a ação antiestresse do NPY endógeno 
(264). Ação igualmente observada em estudos comportamentais relacionados a 
estresse em camundongos transgênicos com seletiva superexpressão de NPY no 
hipocampo (265). Esses animais não apresentaram qualquer fenótipo evidente 







Entretanto, em um fenótipo específico eles são resistentes à ansiedade 
decorrente da exposição ao estresse. Os mecanismos pelos quais o NPY exerce 
efeitos antiestresse ainda não são claros, mas podem estar relacionados com a 
inibição da liberação de glutamato e potenciação da neurotransmissão medida por 
GABA (266). 
Finalmente, existe uma evidente relação entre o NPY e 
comportamentos relacionados ao estresse e ingestão de álcool. Camundongos 
mutantes, sem o receptor Y1 do NPY, apresentam elevada ingestão voluntária de 
álcool; enquanto que a superexpressão ou potenciação da sinalização de NPY 
por meio do bloqueio de receptores Y2 suprime o consumo de álcool (267-269). 
Ainda, em um modelo genético de dependência ao álcool, observou-se que o 
gene que codifica o NPY coincide com marcadores de Locus Quantitativo para o 
Traço (QTL). Portanto, a dependência ao álcool, que é frequentemente associada 
e possivelmente relacionada à fisiopatologia da depressão e ansiedade, pode ser 
uma indicação para drogas que interferem com os receptores NPY (270). 
1.5  Galanina – GAL 
A galanina é um neuropeptídeo com 29-30 aminoácidos que 
coexiste centralmente com noradrenalina, nos neurônios do LC, e com serotonina, 
nos DRN. A GAL demonstrou agir como neuromodulador inibitório nestes e em 
outros, neurotransmissores no cérebro de roedores (271, 272). Sua distribuição 
parece variar ligeiramente entre diferentes espécies (273). Este neuropeptídeo e 
seus receptores são encontrados em regiões límbicas, incluindo amígdala, BNST, 







conhecidos receptores de GAL acoplados a proteína G (GAL1, GAL2 e GAL3) no 
cérebro e periferia, sugerem que estes subtipos de receptores de GAL individuais 
mediariam diferentes efeitos funcionais deste neuropeptídeo. 
A administração de GAL em roedores produz efeitos sobre a 
cognição, alimentação, comportamento sexual, convulsões, regeneração nervosa 
e nocicepção (276). A galanina também pode mediar respostas neurais, 
neuroendócrinas e simpáticas ao estresse. A expressão do gene de galanina está 
aumentada no hipotálamo, amígdala e LC de ratos que foram submetidos a 
formas crônicas de imobilização, exercícios e estresse social, mas não em 
manipulações supostamente pouco estressantes (277). Além disso, GAL exógena 
e antagonistas de receptores de GAL alteram comportamento ansioso em ratos, 
de modo dependente da região cerebral e da tarefa desempenhada (278, 279). 
Por exemplo, a liberação de GAL endógena na amígdala foi associada a efeitos 
ansiogênicos em condições de estresse e alta atividade noradrenérgica (280). 
Camundongos mutantes com uma condição de superexpressão de GAL em 
neurônios contendo noradrenalina (NA) são, relativamente, sensíveis aos efeitos 
ansiogênicos de desafios com NA (281) e camundongos mutantes, sem o 
receptor GAL1, mostraram aumento de comportamento ansioso em condições 
estressantes (276). 
Resultados de estudos pré-clínicos comportamentais sugerem 
que a manipulação do sistema galanina seria benéfico terapêuticamente, tanto em 
transtornos de ansiedade, onde a superatividade noradrenérgica é um suposto 
fator fisiopatológico, como em transtornos de pânico e PTSD. Porém, a 







humor e ansiedade, é também um potencial objetivo para ligantes de receptores 
de galanina. Assim, bloqueando os efeitos inibitórios da GAL na neurotransmissão 
de monoaminas com antagonistas de receptores de GAL, espera-se aumentar ou 
mimetizar a ação antidepressiva. Neste contexto, a administração central de GAL 
foi usada para atenuar o aumento de serotonina e NA induzido por 
antidepressivos, no prosencéfalo de ratos (282). Muito trabalho ainda é 
necessário para determinar se ligantes de receptores de GAL (atuando em 
subtipos de receptores de GAL), exercem ação antidepressiva e antiestresse em 
modelos pré-clínicos. Este trabalho pode ser facilitado pela contínua engenharia 
genética de camundongos mutantes para receptores de galanina e pelo 
desenvolvimento de pequenas moléculas ligantes seletivas para seus receptores 
(283, 284). Assim, o sistema galanina é só mais um exemplo do crescente 
número de terapias baseadas em neuropeptídeos, tendo como alvo transtornos 
relacionados ao estresse (277). 
1.6  Considerações sobre os neuropeptídeos  
Há um elevado grau de sobreposição anatômica na distribuição 
dos neurônios peptidérgicos, em regiões límbicas do cérebro de ratos, levantando 
a questão de que esses neuropeptídeos exerceriam um efeito regulador comum 
no sistema neural mediador de estresse, evidenciando a relação funcional entre 
certos neuropeptídeos. A íntima relação entre AVP-CRH no eixo HPA é 
provavelmente o melhor exemplo, mas também existem especulações sobre 
interações relacionadas ao estresse entre CRH, SP, NPY e GAL no cérebro. 
Embora estes neuropeptidios demonstrem uma importante interação funcional 







relacionados ao estresse, seus efeitos certamente vão além da modulação 
desses neurotransmissores (285-288). 
Certas características comuns dos neuropeptídeos fariam destes 
um alvo atrativo para novas terapias. Eles possuem uma localização neuro-
anatômica mais restrita e delimitada que as monoaminas e GABA, assim, espera-
se que ligantes de neuropeptídeos possam produzir pouca perturbação na 
fisiologia normal. Além disso, há evidências de que a liberação neural de 
neuropeptídeos requer maior frequência de estimulação do que a requerida por 
neurotransmissores de monoaminas, colocalizados nos mesmos neurônios (289, 
290). Isso explicaria porque, em alguns casos, a manipulação da função de CRH, 
AVP, NPY e GAL tem um impacto seletivo nas respostas comportamentais em 
condições de alto, mas não baixo estresse, tornando tais intervenções mais 
seletivas e específicas (291). As estratégias terapêuticas baseadas em 
neuropeptídeos para transtornos de depressão e ansiedade representam uma 
abordagem altamente promissora para o tratamento destas doenças (158, 292). 
1.7  Glutamato - GLU 
O glutamato é o principal neurotransmissor excitatório do sistema 
nervoso central e desempenha um papel vital na regulação da plasticidade 
sináptica, aprendizagem e memória (293). O glutamato é encontrado em mais de 
80% dos neurônios, com alta concentração em tecidos cerebrais 
(aproximadamente 8-10mMoles/Kg). Pode ser sintetizado no ciclo de Krebs ou 







Glutamato é transportado para dentro de vesículas sinápticas por 
transportadores vesiculares de glutamato (VGLUTs) (295, 296). Três subtipos de 
transportadores foram identificados. VGLUT1 e VGLUT2 são expressos somente 
em neurônios excitatórios, enquanto VGLUT3 é expresso em neurônios que 
empregam outros neurotransmissores (297). A presença de VGLUTs é essencial 
para a manutenção da alta concentração de glutamato no estoque vesicular e 
proteção contra degradação deste após sua liberação dependente de Ca2+ na 
fenda sináptica. Após sua liberação, exerce sua ação através da ligação e 
ativação de duas classes de receptores específicos: ionotrópico (iGluRs) e 
metabotrópico (mGluRs). iGluRs são específicos de canais catiônicos, enquanto 
mGluRs são receptores acoplados a proteína G ligados a cascatas de segundos 
mensageiros intracelulares. 
iGluRs são classificados em receptores N-metil-D-aspartato 
(NMDA), kainato (KA) e ácido α-amino-5-metil-3-hidroxi-4-isoxazol propiônico 
(AMPA), de acordo com seus agonistas específicos. Receptores AMPA possuem 
quatro subtipos (GLUR1-4). Receptores KA são codificados por duas famílias de 
genes, uma para alta afinidade (GLUR5-7) e outra para baixa afinidade (KA1 e 
KA2). Receptores NMDA (NRs) possuem duas subunidades (NR1 e NR2) e suas 
variantes. 
Os receptores metabotrópicos do glutamato são classificados em 
três grupos, de acordo com suas semelhanças em sistemas de acoplamento a 
segundos mensageiros, estrutura molecular, homologia de sequencia e sua 
farmacologia. Grupo I, mGluRs 1 e 5 são possivelmente ligados a fosfolipase C e 







e Grupo III (mGluRs 4, 6, 7 e 8) são negativamente acoplados a adenil ciclase e, 
uma vez ativados, inibem a produção de cAMP (298). 
O glutamato é retirado do espaço extracelular pelos 
transportadores de aminoácidos excitatórios de alta afinidade (EAATs) das células 
gliais, onde glutamato é convertido em glutamina pela enzima glutamina sintase 
(GS). A glutamina é então transportada de volta para o neurônio glutamatérgico, 
onde é hidrolisada pela glutaminase de volta a glutamato. Existem cinco 
transportadores de aminoácidos excitatórios no cérebro humano (299), dos quais 
dois são expressos predominantemente na glia (EAATs 1 e 2) e três no neurônio 
(EAATs 3-5) (300). A remoção eficiente e rápida de L-glutamato da sinapse é 
essencial, não somente para prevenir o espalhamento da excitação, mas também 
para limitar o potencial efeito excitotóxico. 
A administração de glutamato no PVN de ratos provoca aumento 
dos níveis plasmáticos de ACTH e corticosterona, através da secreção de CRH 
(301, 302). Há um aumento significativo do nível de glutamato plasmático de 
pacientes com transtorno de humor, em comparação a grupos controle (303). Em 
outro estudo, Altamura e seus colaboradores indicaram que o aumento do 
glutamato plasmático pode distinguir pacientes com MDD de seus controles (304). 
Muitos estudos indicam que pode mesmo haver uma mudança nos níveis 
plasmáticos de glutamato em paciente deprimidos, mas a correlação de 
características clínicas, alterações de glutamato e CRH no cérebro ainda está 
longe de ser elucidada (153). Por outro lado, é bem aceito que os níveis de 
aminoácidos excitatórios no CSF refletem melhor o tônus glutamatérgico do CNS 







baixa de glutamato no CSF de pacientes afetivamente doentes em comparação a 
indivíduos controle (305). Existem também evidências que parecem consistentes 
com uma baixa função glutamatérgica no cérebro de pacientes deprimidos. 
Primeiro, a densidade de neurônios e glia é reduzida no córtex pré-frontal e 
cingulado anterior de pacientes com transtorno bipolar (BPD) (306, 307). 
Segundo, há uma redução da transcrição de GS no córtex cingulado anterior, no 
PFC dorsolateral e a na amígdala de pacientes MDD (308). Um número crescente 
de estudos de imagens do cérebro, por espectroscopia de ressonância magnética 
mostra mudanças no sistema glutamatérgico de pacientes com depressão. Níveis 
elevados de glutamato/glutamina foram observados no lobo frontal, gânglio basal 
e córtex occipital de pacientes deprimidos (309-311). Observou-se um aumento 
no conteúdo de glutamato/glutamina no cingulado anterior de pacientes com BPD 
não melancólicos (312), entretanto, há uma redução desses níveis em pacientes 
com depressão unipolar (313-316). Parece que pacientes com BPD e depressão 
unipolar têm conteúdo diferente de glutamato no cérebro. Contudo, a etiologia, o 
curso da doença (idade de início, comorbidades) e tratamento antidepressivo são 
diferentes nesses dois transtornos (317). Efeitos da medicação podem oferecer 
uma interpretação alternativa das diferenças observadas nesses estudos. Um 
estudo recente demonstrou que um tratamento curto com citalopram, um SSRI, 
aumentou a concentração de glutamato/glutamina no córtex occipital de 
indivíduos saudáveis (318); ainda, tratamento por choque eletroconvulsivo pode 
causar um aumento significativo dos níveis de glutamato/glutamina na amígdala, 
PFC dorsolateral e cingulado anterior esquerdo (310, 315, 319). 
Em resumo, ainda não é clara a causa das alterações de 







Porém, há um número crescente de estudos sugerindo o potencial efeito 
antidepressivo de agentes antiglutamatérgicos, como a quetamina, na depressão 
(320-325). Dessa forma, o sistema glutamatérgico é um alvo promissor para o 
desenvolvimento de antidepressivos. 
1.8  Ácido ᵞ-aminobutírico - GABA 
A concentração média de GABA em tecidos cerebrais é de 1-
2mMoles/kg (326). Como um neurotransmissor inibitório, este modula uma série 
de comportamentos e mecanismos fisiológicos (327). A principal enzima de 
síntese do GABA é a GAD (ácido glutâmico descarboxilase), catalisa a conversão 
de glutamato em GABA e CO2. A GAD tem pelo menos duas isoformas distintas, 
denominadas GAD65 e GAD67 (328). GABA é estocado em vesículas e sua 
liberação é dependente de cálcio. Uma vez liberado, o GABA extracelular é 
rapidamente removido por processos de captação de alta afinidade, dependentes 
de sódio, através de quatro subtipos de transportadores de GABA (GATs), 
denominados GAT1-3 e BGT-1 (329, 330). GAT1 é o GAT mais abundantemente 
expresso no cérebro e está localizado principalmente na pré-sinapse. Determinou-
se que a captação de GABA pelo GAT, na sinapse inibitória rápida, regula a sua 
difusão para as sinapses vizinhas e para o CSF (331). GABA transaminase 
(GABA-T), ainda, é a principal responsável pela degradação de GABA 
transferindo o grupo amina do GABA para α-cetoglutarato, produzindo glutamato 
e succinato. 
Os efeitos sinápticos do GABA no cérebro são mediados 







GABAA é um receptor ionotrópico, controlador da condutância de cloreto e 
predominantemente envolvido com a inibição rápida da transmissão sináptica 
(332). O subtipo GABAB é um receptor metabotrópico acoplado a proteína G, que 
modula a transmissão pela inibição pré-sináptica. Existe também uma terceira 
classe de receptores GABA (GABAC), que como os GABAA, são ionotrópicos 
dependentes de ligantes (333). 
Neurônios GABA-érgicos no hipotálamo podem inibir diretamente 
as saídas do PVN e assim reduzir a secreção de ACTH (302, 334). Foram 
reportados baixos níveis plasmáticos de GABA em pacientes com MDD, BPD, em 
estado deprimido ou maníaco, deprimidos ou em estado de remissão (335-340). 
Baixos níveis plasmáticos de GABA podem persistir mesmo após tratamento com 
alguns antidepressivos, como por exemplo, a desipramina, mas não se observou 
nenhuma correlação entre a severidade dos sintomas e os baixos níveis 
plasmáticos (335, 340-342). Além disso, pacientes submetidos a tratamento bem 
sucedido com antidepressivos ainda apresentam baixos níveis de GABA mesmo 
quatro anos após o termino do tratamento. Existem evidências de que esses 
níveis são controlados geneticamente. Uma análise da secreção plasmática de 
GABA indicou que sua transmissão familiar é compatível com a segregação de 
um gene recessivo (336, 343, 344). Níveis plasmáticos de GABA de parentes de 
primeiro grau de pacientes com MDD são significativamente maiores em 
comparação aos de famílias sem histórico familiar de doenças psiquiátricas (345). 
Essas observações indicam que a baixa concentração plasmática de GABA é um 
potencial marcador de risco para depressão. Em outros transtornos psiquiátricos 
maiores, como esquizofrenia, transtorno de pânico, transtorno de ansiedade 







no CSF normais (346-349). A avaliação desses resultados sugere que o baixo 
nível plasmático de GABA é específico para depressão. Entretanto, alguns 
tratamentos somáticos para transtornos de humor, incluindo choque 
eletroconvulsivo e ácido valpróico, podem reduzir os níveis plasmáticos médios de 
GABA (350, 351). Essa observação parece ser contraditória uma vez que, 
transtornos de humor são caracterizados por um déficit central de GABA, e uma 
maior redução desses níveis poderia produzir uma piora clínica. Assim, a relação 
entre os níveis central e periférico de GABA ainda está longe de ser clara. Outra 
descoberta clinicamente interessante, é que altos níveis plasmáticos de GABA 
podem melhorar a resposta do paciente ao tratamento por choque 
eletroconvulsivo e, no caso de pacientes maníacos, a resposta ao tratamento com 
ácido valpróico também pode ser melhor (336, 350). 
Os níveis de GABA-CSF parecem ter origem de áreas cerebrais e 
podem refletir atividade GABA-érgica (352, 353). Muitos estudos relatam baixa 
concentração de GABA-CSF em alguns transtornos de humor, mas não em todos, 
traçando um paralelo com a baixa concentração de GABA plasmático mencionada 
anteriormente (346, 354-358). Desse modo, pode-se dizer que a baixa 
concentração de GABA-CSF é um fenômeno dependente do estado e do tipo de 
depressão (359, 360). 
Com o desenvolvimento das técnicas de imagem por ressonância 
magnética foi possível mensurar o conteúdo de GABA no cérebro humano in vivo. 
Assim, pôde-se observar pela primeira vez, uma redução significativa dos níveis 
de GABA no córtex occipital de pacientes deprimidos não medicados (361). Em 







internados observou-se que a redução de GABA-CSF é mais acentuada em 
pacientes com melancolia (311, 335, 359). Além disso, níveis de GABA, no córtex 
occipital, foram significativamente menores em pacientes com histórico de 
resistência ao tratamento e em pacientes recuperados sem medicação com 
histórico de transtornos de humor em comparação aos controles saudáveis (362, 
363). Portanto, a redução de GABA occipital está intimamente relacionada com o 
subtipo, características e o estágio das doenças depressivas. Também foi 
encontrada uma redução do conteúdo de GABA no córtex cingulado anterior e 
PFC de pacientes com MDD (364, 365). 
Embora os GATs desempenhem um papel importante na 
regulação da função GABA-érgica, resultados obtidos de estudos de cérebro 
humano post-mortem sobre as mudanças nos GATs ainda são limitados. A 
ligação do GABA ao GAT1 parece não estar alterada em pacientes deprimidos 
vítimas de suicídio comparado com controles (366, 367). Entretanto, um inibidor 
seletivo de recaptação de GABA que tem como alvo o GAT1, mostrou ser efetivo 
no tratamento de comportamentos relacionados à ansiedade em camundongos e 
humanos (368). Além disso, camundongos “knockout” para GAT1 mostraram 
baixo nível de comportamentos ansiosos e depressivos comparado aos controles 
selvagens (369). Ambos os resultados sugerem que a falta do GAT1 poderia 
afetar os estados mentais pela melhoria do sistema GABA-érgico. Assim, 
medicamentos que atuem no GAT1 poderiam fornecer novas abordagens para 
modificar transtornos de humor como depressão e ansiedade. 
Em resumo, a maioria dos estudos revelam baixos níveis de 







atividade na neurotransmissão GABA-érgica durante a depressão. Além disso, 
drogas GABA-érgicas, particularmente as que melhoram as funções GABA, 
provaram ser eficazes na manutenção de uma resposta positiva no tratamento da 
depressão. Alguns compostos GABA-miméticos chegaram aos ensaios clínicos 
como potenciais agentes antidepressivos (370). Inibidores seletivos de recaptação 
de GABA melhoraram significativamente a depressão e ansiedade dos pacientes. 
Por outro lado, benzodiazepínicos que atuem como agonistas alostéricos de 
receptores GABAA, podem ser efetivos como terapia adjuvante no tratamento de 
pacientes com MDD (371). 
A maioria dos estudos sobre depressão relatados até agora 
indicam haver uma hiperatividade do eixo HPA e sistema glutamatérgico e uma 
baixa atividade na neurotransmissão GABA-érgica (Figura 2 – adaptado de (153)). 
Entretanto, alguns fatores podem interferir nestes sistemas como o uso de 
antidepressivos, o humor, o subtipo de depressão. Por exemplo, os sistemas 
GABA-érgico e glutamatérgico no PFC estão especialmente ativos em vítimas de 
suicídio. Por outro lado, existem evidências suficientes de que os sistemas 
glutamatérgico e GABA-érgico desempenham um papel fundamental na 
integração das respostas de estresse no PVN e na patogênese da depressão. 
Parece, portanto, ser uma estratégia terapêutica antidepressiva efetiva 
restabelecer o equilíbrio entre as aferências excitatórias e inibitórias sobre 









Figura 2 - Representação esquemática dos possíveis efeitos da inervação GABA-érgica e 
glutamatérgica na atividade do eixo HPA. O PFC, hipocampo, MeA e septo lateral são afetados pela 
atividade do eixo HPA. Nenhuma destas regiões manda projeções diretas para o PVN. Neurônios de 
projeção, próximos do PVN, recebem aferências glutamatérgicas do PFC e hipocampo e GABA-
érgicas do septo lateral e do MeA. Tais neurônios, por sua vez, inervam o PVN parvocelular. Os 
neurônios que liberam CRH localizados no PVN controlam a liberação de hormônios pelo sistema 
portal estimulando a liberação de ACTH. O ACTH então, controla a síntese e liberação do cortisol 
pelas adrenais. O cortisol exerce feedback negativo na pituitária, hipotálamo, hipocampo e córtex 
para desligar a resposta de estresse quando a ameaça termina. 
1.9  – Considerações sobre os antagonistas de receptores de CRF1 e V1B 
1.9.1 – CP154,526 
Desde que se demonstrou que o CRH era um importante 
mediador das respostas de estresse induzidas por alterações fisiológicas e 
comportamentais, levantou-se a hipótese de que antagonistas de receptores de 
CRH poderiam ter um potencial terapêutico em doenças em que há grande 
atividade do CRH. O CP154,526 (estrutura química – Figura 3) e seu análogo, a 
antalarmina, são antagonistas seletivos não peptídicos de CRF1 desenvolvidos 
para penetrar facilmente a barreira hemato-encefálica e ter ação no sistema 
nervoso central para tratamento de transtornos precipitados pelo estresse. O 







bloqueia a atividade da adenil ciclase estimulada por CRH em preparados de 
membrana de córtex e pituitária de ratos. Administrado sistemicamente, esta 
molécula antagoniza os efeitos estimulatórios do CRH exógeno refletido na 
concentração plasmática de ACTH, nos disparos neuronais do LC e na amplitude 
da resposta de sobressalto, antagonizando assim, respostas neuroendócrinas, 
neuroquímicas, eletrofisiológica e efeitos comportamentais induzidos por estresse. 
Neste sentido, o CP154,526, pode ter utilidade terapêutica em vários distúrbios 
neuropsiquiátricos e demonstrou ter atividade em diversos modelos de ansiedade, 
depressão e abuso de substâncias (372-375). 
1.9.2 – SSR125543 
O SSR125543 (estrutura química – Figura 3) é um derivado do 2-
aminotiazol e mostrou ter alta afinidade por receptores humanos nativos ou 
clonados de CRF1 (pKi = 9,08 e 8,73, respectivamente). Assim como o 
CP154,526, antagoniza a síntese de cAMP induzida por CRH em células Y79 de 
retinoblastoma de humanos e a secreção de ACTH de células AtT-20 de tumor 
pituitário de camundongos, e não apresenta atividade agonista nesses modelos. 
O SSR125543 foi capaz de diminuir a concentração plasmática de ACTH de 
ratos, induzida pela injeção de 4 µg/kg i.v. de CRH (ID50 = 1, 5 ou 5 mg/kg i.v., 
i.p. e p.o., respectivamente); esse efeito durou mais de 6 horas após a 
administração oral de 30 mg/kg do antagonista; já na dose de 10 mg/kg p.o., 
também foi capaz de diminuir em 73% o aumento da concentração plasmática de 
ACTH estimulada por 15 minutos de estresse por contenção em ratos. Além 
disso, na dose de 20 mg/kg i.p., antagonizou o aumento da liberação de 







CRH em ratos. Esse composto também produz um claro bloqueio na atividade 
ansiolítica em diversos modelos envolvendo estresse inescapável, incluindo 
procedimentos de conflito, como o paradigma de ansiedade induzida por desafio 
social e bateria de testes defensivos nas doses de 3-30 mg/kg i.p. ou p.o.. 
Produziu também, na dose de 30 mg/kg p.o., efeito antidepressivo no teste do 
nado forçado. Administração repetida por 30 dias de SSR125543, na dose de 10 
mg/kg i.p., diminuiu a degradação física, o ganho de peso e a ansiedade 
produzidos por estresse. Assim, esses resultados indicam que o SSR125543 
pode ser um potencial agente no tratamento de transtornos de ansiedade e 
depressão (208, 376-378). 
1.9.3 – SSR149415 
Como já foi mencionado, a AVP e o CRH são mediadores-chave 
na resposta neuro-adaptativa do organismo ao estresse. Através da pituitária e 
dos receptores de vasopressina (V1B), a vasopressina está envolvida em vários 
processos emocionais. O SSR149415 (estrutura química – Figura 3) é o primeiro 
antagonista competitivo seletivo não peptídico de receptores de vasopressina com 
alta afinidade de ligação aos receptores V1B de humanos e animais. In vitro, 
SSR149415 antagoniza potentemente eventos celulares funcionais associados 
com a ativação de receptores V1B por AVP, tais como o aumento de Ca2+ 
intracelular ou proliferação em vários sistemas celulares. Estudos farmacológicos, 
em que se mediu a secreção de ACTH induzida por diversos estímulos hormonais 
(AVP ou AVP + CRH) ou estresse (contenção, nado forçado ou desidratação) em 
ratos e camundongos, confirmam o perfil antagonista do SSR149415 e sua 







dose de 3 mg/kg, potencializa o efeito do CRH e exibe um efeito de longa duração 
em diferentes modelos. Na dose de 10 mg/kg p.o., sua ação pode durar mais de 4 
horas. Esta molécula também diminui a ansiedade e exerce marcada atividade 
antidepressiva em vários modelos animais. Tem também eficácia semelhante a 
drogas antidepressivas de referencia, como a fluoxetina, em estresse agudo 
como, nado forçado, e estresse crônico como, estresse crônico leve e estresse de 
subordinação, em roedores. Diminui também a agressividade ofensiva no modelo 
do residente-intruso em camundongos e hamisters. Dependendo do modelo, as 
doses mínimas efetivas podem variar de 1 a 30 mg/kg i.p. ou p.o. e é desprovido 
de reações adversas sobre atividade motora, sedação e memória ou função 
cognitiva quando administrado repetidamente, sendo bem tolerado tanto em 
humanos como em roedores. Assim, o SSR149415 pode ser considerado como 
uma molécula com potencial terapêutico no tratamento de transtornos de 








Figura 3 - Estrutura química dos antagonistas de receptores CRF1 (CP154,526 e SSR125543) e V1B 
(SSR149415). 
Postas as bases desta complexa rede de inter-relações, fica claro 
que transtornos de humor, como depressão e ansiedade, e conflitos físicos ou 
emocionais, com significado de estresse, podem ter funções causais ou 
desencadeantes. Torna-se importante conhecer as bases neurais do estresse 
com um enfoque que considere também tais transtornos, para investigar 
eventuais correlações que possam ser exploradas em estratégias terapêuticas 
alternativas às já estabelecidas, como o uso de antagonistas de receptores de 
neuropeptídeos, com o intuito de diminuir as consequencias dos efeitos causados 








1- Investigar o controle do eixo HPA pelos neuropeptídeos 
vasopressina e CRH, seu papel no estresse e em modelos animais de ansiedade 
e depressão; 
2- Investigar a hipótese segundo a qual o CRH e a Vasopressina 
seriam mediadores envolvidos com a resposta hormonal a diferentes modalidades 
de estresse; 
3- Investigar se o bloqueio simultâneo de receptores CRF1 e V1B, 
supostamente responsáveis pela secreção de ACTH decorrente de estresse, seria 
suficiente para produzir um bloqueio significativo do eixo HPA; 
4- Considerando que o estresse pode ter ação desencadeante 
de transtornos de humor, como depressão e ansiedade, investigar se o 
tratamento concomitante com antagonistas de CRF1 e V1B modificaria as 
respostas em modelos de ansiedade e depressão. 






3.1  Animais 
Ratos machos Wistar, pesando de 250 a 300g foram fornecidos 
pelo biotério central do Instituto Butantan e mantidos no biotério do Laboratório de 
Farmacologia por 15 dias antes de qualquer manipulação experimental. Os 
animais receberam água e comida ad libitum sob temperatura controlada, 
ventilação forçada e período de 12/12h de claro escuro com luz das 7:00 às 
19:00h. Foram mantidos em caixas de polipropileno em grupos de 7 a 8 
indivíduos, já constituindo um grupo experimental, evitando estresse social. Todos 
os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética para Uso 
de Animais do Instituto Butantan (CEUAIB 200/05). 
Os experimentos envolvendo modelos comportamentais (teste do 
nado forçado, labirinto em cruz elevado e interação social) foram desenvolvidos 
no Departamento de Psicobiologia da UNIFESP. Para tanto, ratos machos Wistar 
pesando de 250 a 300g foram fornecidos pelo biotério central do Instituto 
Butantan e mantidos no biotério do Departamento de Psicobiologia para 
aclimatação às novas dependências por 7 dias antes de qualquer manipulação. 
Os animais receberam água e comida ad libitum sob temperatura controlada, 
ventilação forçada e período de 12/12h de claro escuro com luz das 7:00 às 
19:00h. Foram mantidos em caixas de polipropileno em grupos de 7 a 8 
indivíduos, já constituindo um grupo experimental para evitar estresse social. Os 
experimentos foram realizados sob autorização do Comitê de Ética Institucional 






da Universidade Federal de São Paulo – Escola Paulista de Medicina UNIFESP 
(CEP 0084/11). 
3.2  Drogas 
CP154,526 (antagonista seletivo não-peptídico do receptor CRF1) 
foi gentilmente fornecido pela Pfizer (Groton, CT) e os dois SSR149415 
(antagonista seletivo não-peptídico do receptor V1B) e SSR125543 (antagonista 
seletivo não-peptídico do receptor CRF1) nos foram doados pela Sanofi-Aventis 
(Montpellier, France). As três drogas foram inicialmente dissolvidas em 
DMSO/Cremophor® (5/5% concentração final) em água. CP154,526 e 
SSR125543 foram mantidos aquecidos durante o tempo de injeção para evitar 
precipitação e o SSR149415 foi mantido em gelo durante o tempo de injeção, com 
o mesmo propósito. O volume de injeção foi de 1 ml/kg em muitos dos 
experimentos, mas na dose de 30 mg/kg de ambos os SSRs, foi preparada uma 
solução de 10 mg/ml e o volume de injeção triplicado e aplicado em duas injeções 
s.c. nos flancos abdominais dos animais. O CP154,526 sempre foi injetado do 
dorso subcutâneo. A via intraperitoneal foi usada em poucos experimentos e será 
descrita mais a frente. 
3.3  Efeito das drogas no nível basal de ACTH  
Grupos de 7-8 ratos cada foram injetados com doses de 3, 10 e 
30 mg/kg de CP154,526, SSR149415 ou SSR125543 e também com a 
associação de dois dos antagonistas da seguinte forma: CP154,526 e 
SSR149415 ou SSR149415 e SSR125543. Esses animais voltaram às suas 
caixas e foram sacrificados por decapitação 1h30min depois do tratamento com 






as drogas para dosagem da concentração plasmática de ACTH. Esses grupos 
foram manipulados em paralelo com seus controles. Avaliando o efeito das 
drogas 1h30min depois da injeção, os ratos foram sacrificados entre 9:00 e 
11:00h; em experimentos de 6h, os animais começaram a ser sacrificados por 
volta das 16:00 horas e em experimentos de 12h, os ratos foram injetados por 
volta das 21:00 horas e sacrificados na manhã seguinte entre 9:00 e 11:00h. 
Grupos controle foram sempre avaliados em paralelo com grupos experimentais. 
Cada rato foi injetado em um determinado intervalo de tempo programado de 
modo a permitir que a submissão ao estresse, o sacrifício e a coleta do sangue 
acontecessem sem atrasos dentro de seus protocolos de 1h30min, 6h ou 12h. 
3.4  Inalação de vapor de éter  
Ratos foram expostos ao vapor de éter usando uma câmara de 
vidro com tampa pesada (dessecador), onde foi colocado um boneco de algodão 
embebido em éter etílico (p.a.). Os animais foram introduzidos individualmente 
dentro da câmara e expostos por no máximo 1min ao vapor. Em poucas ocasiões 
os ratos foram removidos antes de 1min por terem perdido a consciência. Os 
animais foram retirados da câmara, recolocados em suas caixas, decapitados 
30min depois e seu sangue coletado para dosagem da concentração plasmática 
de ACTH. Ratos tratados com droga foram expostos ao éter 1h após a injeção, 
enquanto seus controles receberam veículo e permaneceram na caixa por 
1h30min, até a decapitação. Um segundo grupo controle recebeu veículo e foi 
exposto ao vapor de éter, como já descrito. 
 






3.5  Estresse do nado forçado 
Ratos foram submetidos a 5min de natação dentro de um balde 
cheio de água à temperatura ambiente (240C). O balde media 30 cm de altura e 
25 cm de diâmetro, fundo o suficiente para que os mesmos não apoiassem suas 
caudas. Os ratos foram recolocados em suas caixas, decapitados 15min mais 
tarde e o sangue coletado para posterior dosagem da concentração plasmática de 
ACTH. Ratos tratados com droga foram submetidos ao teste do nado forçado, por 
5min, 1h10min após a injeção, enquanto seus controles receberam veículo e 
permaneceram na caixa por 1h30min até a decapitação. Um segundo grupo 
controle recebeu veículo e foi submetido ao teste como já descrito. 
3.6  Contenção 
Ratos foram colocados em tubos de PVC medindo 25 cm de 
comprimento e 5 cm de diâmetro com uma porta tipo guilhotina e ventilação 
apropriada. Após 1h de contenção os ratos foram retirados dos tubos e 
decapitados imediatamente e seu sangue coletado para posterior dosagem da 
concentração plasmática de ACTH. Animais tratados foram injetados com as 
drogas 30min antes de serem submetidos à contenção, por 1h, enquanto seus 
controles receberam veículo e permaneceram na caixa por 1h30min até o 
momento da decapitação. Um segundo grupo controle recebeu veículo e foi 
submetido ao estresse de contenção como já descrito. 










1 hora 30 min 
Protocolos  1h30min (09:00 às 12:00) 
Éter 
30 min Contenção 
1h10 min 25 min Natação 






PROTOCOLOS DE ESTRESSE 
 
 
5h30min 30 min 
Protocolos  6 horas (09:00 às 17:00) 
Éter 
5 horas Contenção 
5h10 min 25 min Natação 










11h30min 30 min 
Protocolos  12 horas (21:00 - 08:30 / 09:00 às 12:00) 
Éter 
11 horas Contenção 
11h10 min 25 min Natação 






3.7  Dosagem de ACTH 
O sangue foi coletado, após decapitação dos animais, em tubos 
plásticos mantidos em gelo contendo 450 µl de EDTA 60 mg/ml, centrifugados a 
40C por 20min a 1000g. O plasma foi coletado, aliquotado, congelado em gelo 
seco e armazenado em freezer -800C até o momento da dosagem de ACTH. A 
dosagem da concentração plasmática de ACTH foi realizada por 
imunoquimioluminescência automatizada usando o aparelho Immulite® ACTH 
(Diagnostic Products Corporation, EUA), a sensibilidade analítica foi de 9 pg/ml e 
a calibração variou de 0 a 1,250 pg/ml. Os resultados foram expressos em pg/ml. 
A dosagem de ACTH foi realizada pelo Laboratório de Hormônios do CDB (Centro 
de Diagnósticos Brasil). 
3.8  Estatística 
Para a análise estatística empregou-se ANOVA de uma via 
seguida pelo teste de Tukey ou Bonferroni usando o software GraphPad Prism. 
Os resultados foram considerados significativos quando diferentes de p≤0.05. 
3.9  Experimentos de estresse 
3.9.1 Efeito do CP154,526 na concentração plasmática de ACTH após 
estresse 
Empregou-se quatro diferentes condições para a avaliação do 
efeito desta droga na concentração de ACTH plasmático, a saber: (a) veículo não 
estressado; (b) veículo estressado; (c) droga não estressado e, finalmente (d) 
droga estressado. Todos os experimentos foram realizados utilizando-se grupos 






de 7-8 animais. Os animais injetados com veículo e mantidos em suas caixas 
como controles foram considerados como um único grupo de 32 animais dos 
quais se obteve o valor plasmático basal de ACTH. Grupos foram injetados com 
veículo e submetidos a uma das 3 modalidades de estresse (inalação de vapor de 
éter, nado forçado e contenção) constituindo assim, os grupos controles dos 
estresses. Grupos de ratos foram também injetados com as drogas CP154,526 
nas doses de 3, 10 e 30 mg/kg s.c. e mantidos em caixas para avaliar os efeitos 
das drogas sobre os níveis plasmáticos de ACTH. Finalmente, grupos foram 
injetados com doses de 3, 10 e 30 mg/kg s.c. de CP154,526 e submetidos a uma 
das 3 modalidades de estresse. No estresse por inalação de vapor de éter, 
somente as doses de 10 e 30 mg/kg foram testadas. Os grupos que foram 
tratados com drogas e não foram submetidos a nenhuma das modalidades de 
estresse não apresentaram alteração na concentração plasmática de ACTH, 
quando comparados aos controles veículo mantidos nas caixas e seus resultados 
não serão apresentados.   
3.9.2 Efeito do SSR149415 e do CP154,526 na concentração plasmática de 
ACTH em ratos controle e estressados 
Nesse experimento, 3 doses de SSR149415 foram testadas em 3 
modalidades de estresse, seguindo o mesmo protocolo descrito anteriormente 
para CP154,526. Novamente as três doses foram testadas em ratos não 
estressados e estressados e a concentração plasmática de ACTH comparada a 
de ratos que receberam veículo e permaneceram em suas caixas, até o momento 
da decapitação e a de animais que receberam veículo e foram submetidos a uma 
das 3 modalidades de estresse. Grupos de 7-8 ratos foram injetados com 






SSR149415 e CP154,526, ambas na dose de 30 mg/kg, e submetidos a estresse. 
Ratos controle foram injetados com ambas as drogas e retornaram às suas 
caixas. Doses de 3 e 10 mg/kg de SSR149415 junto com 30 mg/kg de CP154,526 
também foram testadas em ratos não estressados e estressados não havendo 
nenhuma mudança significativa na concentração de ACTH quando, comparadas 
aos respectivos controles. Como nos outros experimentos, os grupos controle e 
experimental correram em paralelo. 
3.9.3 Efeito do SSR149415 e CP154,526 na concentração de ACTH 
plasmático de ratos injetados i.p. ou s.c. e submetidos a contenção 30min e 
5h após injeção 
Grupos contendo 8 ratos foram tratados com 30 mg/kg, de cada 
uma das duas drogas, submetidos ao estresse de contenção 30min ou 5h após 
terem sido injetados. Os controles que recebem veículo, foram estressados e 
decapitados seguindo o mesmo protocolo. Grupos de animais foram injetados 
com ambas as drogas i.p ou s.c. com o intuito de conhecermos qual via de 
administração inibiria por mais tempo a secreção de ACTH. 
3.9.4 Efeito do SSR149415 30 mg/kg e CP154,526 60 mg/kg na concentração 
plasmática de ACTH de ratos submetidos a estresse 5 e 11h após a injeção 
Esses experimentos tiveram como objetivo avaliar se o aumento 
da dose de CP154,526 de 30 para 60 mg/kg seria capaz de inibir a secreção de 
ACTH por mais de 6h. Grupos de 8 ratos foram injetados s.c. com as drogas ou 
veículo e submetidos ao estresse de contenção 5 e 11h após o tratamento como 
descrito acima. 






3.9.5 Efeito do SSR125543 30 mg/kg na concentração plasmática de ACTH 
de ratos submetidos a uma das três modalidades de estresse 
Esses experimentos foram realizados como prova de mecanismo 
na substituição do CP154,526 pelo SSR125543, também antagonista não 
peptídico do receptor CRF tipo 1. Nove grupos contendo 7 animais foram 
organizados 3 a 3, da seguinte forma: (a) animais que receberam veículo e 
permaneceram em suas caixas, (b) animais que receberam veículo e foram 
submetidos a uma das 3 modalidades de estresse e por fim, (c) animais que 
foram injetados com SSR125543 e foram submetidos a uma das 3 modalidades 
de estresse e decapitados 1h30min após o tratamento com a droga, seguindo os 
protocolos de estresse já descritos. 
3.9.6 Efeito do SSR125543 30 mg/kg e SSR149415 30 mg/kg na 
concentração plasmática de ACTH de ratos submetidos ao estresse por 
contenção 30min, 5 e 11h após a injeção com ambas as drogas 
Dois experimentos seguindo o mesmo protocolo foram realizados 
com o objetivo de sabermos se a substituição do CP154,526 pelo SSR125543 
seria mais eficiente em inibir a secreção de ACTH por mais de 6h, resultado 
obtido com o experimento descrito anteriormente. Neste sentido 12 grupos com 8 
animais cada foram divididos da seguinte forma: Primeiro e segundo dias de 
experimento: (a) animais que receberam 30 mg/kg de ambas as drogas 30min 
antes do estresse por contenção; (b) animais injetados com veículo que foram 
submetidos ao estresse; (c) animais que receberam veículo e permaneceram em 
suas caixas por 1h30min, até o momento da decapitação; (d) ratos que foram 
injetados com as drogas 5h antes de serem submetidos ao estresse; (e) ratos que 
receberam as drogas 11h antes de serem submetidos ao estresse de contenção 






e, (f) animais que foram injetados com veículo 11h antes do estresse. Para o 
terceiro e quarto dias de experimento seguiu-se a mesma organização dos 
animais. A substituição do CP154,526 pelo SSR125543 foi mais eficiente na 
inibição da secreção de ACTH por 6h, mas não se prolongou por 12h. 
3.9.7 Efeito das drogas SSR149414 30 mg/kg e SSR125543 30 mg/kg na 
concentração plasmática de ACTH de ratos que foram submetidos ao nado 
forçado 
Este experimento teve como objetivo avaliar se o SSR125543 
teria o mesmo sucesso que o CP154,526 em bloquear o eixo HPA após este 
estresse. Como visto anteriormente, o bloqueio do eixo HPA no estresse do nado 
forçado foi o mais difícil de se obter. Três grupos, com 8 animais cada, foram 
organizados da seguinte forma: (a) animais injetados com as drogas 1h10min 
antes de serem submetidos ao estresse por 5min e decapitados 15min após o 
término do teste; (b) animais que receberam veículo e foram submetidos ao 
estresse, seguindo o mesmo protocolo e, (c) animais que receberam veículo e 
permaneceram em suas caixas, até o momento da decapitação. 
3.10  Experimentos com Bomba de Infusão - Alzet® 
Neste experimento foi avaliado o efeito da administração contínua 
das drogas, SSR149415 e SSR125543, por meio de bombas osmóticas de 
infusão implantadas subcutaneamente. Trata-se das bombas Alzet®, dispositivos 
com uma câmara interna que empregam a absorção de água por uma membrana 
osmótica.  As bombas em questão, são cheias com uma solução concentrada das 
drogas em estudo e, à medida em que a absorção osmótica enche a câmara 
interna com água do organismo do animal, expulsa a solução das drogas pela 






outra extremidade. Com isso, pode-se liberar as drogas a uma taxa constante e 
efetuar o bloqueio prolongado do eixo HPA. Foram realizados 2 experimentos 
usando bombas Alzet® (modelo 2ML 1, volume interno de 2 ml e volume de 
infusão de 10 µl/h por 7 dias). Para os dois experimentos, 36 ratos foram 
operados para implantar a bomba de infusão em seu dorso subcutâneo. Os 
animais foram anestesiados com ketamina e xilasina (80 mg/kg e 12 mg/kg, 
respectivamente). Com o auxílio de um bisturi, uma pequena incisão no dorso 
entre as escapulas foi aberta e a pele foi divulsionada para formar uma pequena 
bolsa onde introduziu-se a bomba. Esta foi preenchida com uma solução de 
DMSO/salina 55/45% v.v. contendo 12,5 mg/ml de cada uma das drogas, de 
modo a produzir uma  taxa de liberação de 0,125 mg/hora. A incisão no dorso dos 
animais foi fechada com dois grampos cirúrgicos. Três e sete dias após as 
cirurgias, os experimentos de estresse por natação foram realizados seguindo 
protocolo já descrito. Os animais foram organizados da seguinte forma: (a) 
animais que receberam a bomba contendo a solução de ambas as drogas e 3 ou 
7 dias após a implantação foram submetidos ao estresse de natação por 5min e 
decapitados 15min depois; (b) animais que receberam a bomba contendo veículo 
– salina e DMSO e 3 ou 7 dias após a cirurgia foram estressados e, (c) animais 
que receberam a bomba contendo veículo e permaneceram em suas caixas, 3 ou 
7 dias após a implantação, até o momento da decapitação. 
3.11  Modelos comportamentais de ansiedade e depressão 
Os experimentos que serão descritos a seguir envolvem modelos 
comportamentais de ansiedade e depressão já que as drogas em estudo foram 
desenvolvidas com este objetivo, mas nunca foram desafiadas em conjunto em 






tais modelos. Espera-se que a associação das duas drogas, SSR149415 e 
SSR125543, venha a ter um efeito maior do que cada uma em separado 
conforme reportado por outros autores. Neste sentido, investigamos a menor dose 
efetiva como ansiolítica/antidepressiva nos modelos: natação forçada, labirinto em 
cruz elevado e, interação social, métodos amplamente utilizados pelo 
Departamento de Psicobiologia da Unifesp. 
Para cada modelo foram testadas 6 diferentes doses de ambas as 
drogas (30; 10; 3; 1; 0,3 e 0,1 mg/kg), empregando um total de 63 animais por 
modelo, totalizando 189 ratos. Cada grupo foi composto por 7 animais. Os 
experimentos foram realizados em três dias para cada modelo sendo que, em 
cada dia, um grupo controle foi executado com dois grupos tratados e contra o 
qual os tratados foram comparados. Quando necessário, os resultados foram 
normalizados em relação aos seus respectivos controles tomados como 100%. 
No primeiro dia testamos as doses de 30 e 10 mg/kg; no segundo, 
as doses de 3 e 1 mg/kg e no terceiro, as doses de 0,3 e 0,1 mg/kg. 
Todos os testes ocorreram entre 8:00 - 14:00h devido ao ciclo 
circadiano dos animais. Os animais dos três grupos foram testados 
alternadamente, isto é, controle - dose maior – dose menor, até completar os 21 
ratos do dia. 
Os testes estatísticos foram feitos com o auxílio do programa 
Prisma empregando-se ANOVA de uma via seguida pelo teste de Bonferroni para 
os três modelos comportamentais considerado-se significativo p≤0,05. 






3.11.1  Teste da Natação Forçada de Porsolt (TNF) 
Para este teste foram usados 2 cilindros verticais de acrílico (50 
cm de altura e 30 cm de diâmetro), contendo 30 cm de água à temperatura 
ambiente, em torno de 23ºC (Figura 4), conforme modelo descrito por Porsolt 
(382). 
 
Figura 4 - Cilindro de acrílico usado para o Teste da Natação Forçada. 
Os animais foram submetidos a uma sessão de treino, colocados 
individualmente no cilindro por 15min. Ao final do treino foram secos com uma 
toalha e recolocados em suas caixas. Após 24h, obedecendo o período e a ordem 
já descritos, os ratos foram submetidos a segunda sessão (sessão teste) por 
5min. O comportamento de cada animal foi filmado para posterior análise. Para a 






avaliação do efeito das drogas, o único parâmetro levado em conta foi o tempo de 
imobilidade. Por se tratar de um modelo de depressão, espera-se que quanto 
menos deprimido o animal, maior o tempo de natação. Considerou-se nado os 
movimentos constantes das patas traseiras e dianteiras acima da linha d’água, e 
imobilidade movimentos suficientes para manter o animal com o focinho fora 
d’água.  
Os animais foram treinados, injetados e testados sempre aos 
pares. As injeções ocorreram a intervalos de 10min a cada 2 animais (tempo 
suficiente para os 5min de teste, secagem do animal testado e troca da água do 
cilindro entre os testes). Os testes ocorreram 1h30min após a injeção. 
Cada rato recebeu um código de identificação, desconhecido pelo 
experimentador. Assim, o tempo de imobilidade pode ser cronometrado com 
imparcialidade, sem que se soubesse se o animal avaliado era controle ou 
experimental. 
3.11.2  Labirinto em cruz elevado 
Aparato construído de madeira, com quatro braços em forma de 
cruz, elevado 50 cm do piso, medindo 50 cm de comprimento, por 10 cm de 
largura. Possui um quadrado central de 12x12 cm. Dois dos braços são abertos 
(BA) e os outros 2 fechados (BF) por paredes com 30 cm de altura (Figura 5). 







Figura 5 - Labirinto em Cruz Elevado. 
Os animais foram avaliados individualmente por cinco minutos no 
labirinto, sendo colocados no quadrado central com a face voltada para um dos 
braços abertos, alternadamente. Considerou-se a saída para um dos braços do 
labirinto apenas quando o animal cruzou o quadrante central com as quatro patas. 
Os testes foram conduzidos entre 8:00-14:00h, sob iluminação e temperatura 
controladas e registrados por sistema de vídeo. Entre um animal e outro, o 
aparelho foi limpo com álcool 20%. Para avaliar o perfil de ansiedade dos animais 
levou-se em conta 3 parâmetros: frequência de entrada nos BAs ou nos BFs, 
tempo de permanência nos mesmos e distância percorrida. Quanto maior o 






número de entradas e tempo de permanência nos BFs, mais ansioso o animal, e 
quanto maior a frequência e tempo de permanência nos BAs, menos ansioso o 
animal. Os vídeos foram avaliados pelo programa ANY-maze® que gerou todos 
os dados e traçados realizados pelos animais e apresentados a seguir. 
3.11.3  Interação Social 
Esse teste emprega um aparato que consiste em uma arena 
circular com 80 cm de diâmetro, delimitada por uma parede circular com 40 cm de 
altura. O chão do aparato apresenta dois círculos concêntricos, com raios de 9 e 
25 cm. A coroa entre o primeiro e o segundo círculos é dividida em seis áreas 
iguais e a coroa entre o segundo círculo e a parede do aparato é dividida em 12 
áreas iguais (Figura 6). 
 
Figura 6 - Campo aberto usado para o teste de Interação Social. 
No dia anterior ao teste de interação social, os animais foram 
colocados individualmente no centro do campo aberto por 10 minutos visando 
reduzir o efeito da novidade do ambiente sobre o comportamento dos animais 
durante o teste. 






Na tarde anterior, após a ambientação, os animais foram alojados 
individualmente e assim mantidos até o momento do teste a fim de aumentar o 
tempo de interação. Atribuiu-se um código a cada animal, para que o 
experimentador não soubesse a qual grupo este pertence. Dessa forma, garante-
se a imparcialidade da análise. 
No dia do teste, os animais foram trazidos, um a um, para a sala 
de experimentação. Estes foram analisados aos pares (um experimental e um 
naive), colocados no centro do campo aberto ao mesmo tempo, e filmados por 10 
minutos. Os testes foram conduzidos entre 8:00-14:00h, sob iluminação e 
temperatura controladas. Entre um animal e outro, o aparato foi limpo com álcool 
20%. Os vídeos foram analisados utilizando o programa Etholog (Fac. de 
Psicologia – USP).  
O comportamento dos animais experimentais foi avaliado quanto 
à duração e frequência, apresentados em dois gráficos, dos comportamentos de 
interação ativa e não ativa e não interação, a saber: interação ativa - seguir, 
passar por cima (comportamento em que um animal passa por sobre o outro 
alternadamente), cheirar/lamber e alogrooming (quando o animal experimental 
realiza limpeza no animal naive); interação não ativa – andar junto, fugir e receber 
grooming e, por fim, não interação - andar, auto-grooming, explorar o ambiente e 
ficar parado. A duração e a frequência total da interação social entre os animais, 
consiste na soma da duração e frequência dos comportamentos - ativos e não 
ativos - do animal experimental em relação ao animal naive. Isto é, sempre que o 
comportamento do animal experimental for modulado pela presença do animal 
naive, este será considerado e somado como interação. Os gráficos dos 






resultados brutos estarão sempre pareados aos dos resultados normalizados para 
melhor avaliação. Sendo assim, a duração de cada comportamento será 
apresentada em segundos e em porcentagem dos controles, tomados com sendo 
100%. E, do mesmo modo, a frequência será apresentada em número de 







Os três procedimentos estressantes induziram ativação 
significativa do eixo HPA, expressa pelo aumento de ACTH no plasma dos 
animais. Este resultado pode ser observado nas figuras 7 a 9. Enquanto animais 
controle mantidos em suas caixas tiveram concentração de ACTH plasmático de 
91,7 ± 11,54 pg/ml (média ± desvio padrão), ratos submetidos a vapor de éter 
tiveram 195,3 ± 28,1 pg/ml (213% do controle), ratos expostos ao teste do nado 
forçado tiveram 385,6 ± 26,31 pg/ml (420%) e animais que foram submetidos à 
contenção tiveram concentração de ACTH de 346,5 ± 34,17 pg/ml (378%). 
Injeções de SSR149415, SSR124355 ou CP154,526 nas doses de 3, 10 e 30 
mg/kg não mudaram a concentração plasmática de ACTH em ratos não 
estressados quando comparado a de ratos controle injetados com veículo não 
estressados (dados não apresentados). 
O pré-tratamento com CP154,526 nas doses de 3,10 e 30 mg/kg 
reduziu fracamente a concentração plasmática de ACTH de animais submetidos à 
contenção, mas os níveis mantiveram-se elevados quando comparados aos de 
animais que não foram submetidos a este teste (Figura 9). Por outro lado, mesmo 
a dose mais elevada não foi capaz de reduzir os níveis plasmáticos de ACTH de 
ratos expostos a vapor de éter ou ao teste do nado forçado (Figuras 7 e 8). O 
tratamento com diferentes doses de SSR149415, antes do estresse por 
contenção, produziu resultados similares aos obtidos com CP154,526 (isto é, 
pequena redução na concentração plasmática de ACTH), sendo pouco eficiente 







da natação (Figura 12), enquanto que, essas mesmas drogas, produziram uma 
redução efetiva na concentração plasmática de ACTH após a exposição a 
vapores de éter (Figura 11). 
A associação das drogas CP154,526 e SSR149415 mostrou ser 
eficiente em bloquear o aumento da concentração plasmática de ACTH induzida 
pelas três modalidades de estresse. Como mostrado nas figuras 11-13, animais 
tratados com ambas as drogas e expostos ao vapor de éter apresentaram um 
aumento de apenas 35% sobre os controles não estressados injetados com 
veículo; enquanto que os animais injetados com veículo e expostos ao vapor de 
éter tiveram um aumento de 160%. As drogas restringiram o aumento de ACTH, 
após a natação, a 43% acima do controle, enquanto que o controle estressado 
teve um aumento de 144%. No estresse por contenção novamente, as drogas 
limitaram o aumento a 38%, enquanto que os controles injetados com veículo e 
submetidos ao estresse tiveram um aumento de 445% comparado a concentração 
plasmática de ACTH obtida em nossos experimentos (média de 42 animais = 91,7 
± 11,54 pg/ml). 
As vias de administração subcutânea e intraperitoneal dessas 
drogas tiveram efeitos similares, quando os animais foram tratados 30min antes 
da contenção. A via s.c. pareceu prolongar o efeito das drogas, uma vez que 
animais injetados 5h antes da contenção apresentaram aumento de apenas 64% 
na concentração plasmática de ACTH, de controles tratados com veículo, 
enquanto que ratos injetados intraperitonealmente tiveram níveis plasmáticos de 
ACTH idênticos aos controles estressados. No último experimento aumentou-se a 







protocolo de injeção s.c. após 6h. Após 12h a concentração de ACTH 
praticamente igualou-se à obtida em animais controle estressados (Figura 14). 
 
Figura 7 - Concentração plasmática de ACTH de ratos injetados com veículo e mantidos em suas 
caixas (n=42) ou submetidos à inalação de vapor de éter (n=15). Duas doses de CP154,526 foram 
testadas (n=8 e 6). As barras e linhas acima representam a média ± SEM; valores de ANOVA F(3,67)= 
8,128 e *p≤0,05. 
 
Figura 8 - Concentração plasmática de ACTH de ratos injetados com veículo e mantidos em suas 
caixas (n=42) ou submetidos ao teste do nado forçado (n=30). Três doses de CP154,526 foram 
testadas (n=8, 16 e 16). As barras e linhas acima representam a média ± SEM; valores de ANOVA 








Figura 9 - Concentração plasmática de ACTH de ratos injetados com veículo e mantidos em suas 
caixas (n=42) ou submetidos à contenção por 1h (n=15). Três doses de CP154,526 foram testadas 
(n=7, 8 e 8). As barras e linhas acima representam a média ± SEM; valores de ANOVA F(4,11)= 11,88 e 
*p≤0,05. 
 
Figura 10 - Concentração plasmática de ACTH de ratos injetados com veículo e mantidos em suas 
caixas (n=42) ou submetidos à contenção por 1h (n=51). Três doses de SSR149415 foram testadas 









Figura 11 - Concentração plasmática de ACTH de ratos injetados com veículo e mantidos em suas 
caixas (n=8) ou submetidos à inalação de vapor de éter (n=8). A dose de 30 mg/kg de SSR149415 
(n=7), bem como a injeção combinada com a mesma dose do CP154,526 foi testada (n=8). As barras e 
linhas acima representam a média ±SEM; valores de ANOVA F(3,27)= 8,410 e*p≤0,05 comparado com 
animais que permaneceram em suas caixas e #p≤0,05 comparado com veículo estressado. 
 
Figura 12 - Concentração plasmática de ACTH de ratos injetados com veículo e mantidos em suas 
caixas (n=8) ou submetidos ao teste do nado forçado por 5min (n=8). A dose de 30 mg/kg de 
SSR149415 (n=8), bem como a injeção combinada com a mesma dose do CP154,526 foi testada (n=8). 
As barras e linhas acima representam a média ± SEM; valores de ANOVA F(3,28)= 14,70 e *p≤0,05 









Figura 13 - Efeito da combinação do CP154,526 e do SSR149415 (30 mg/kg cada) injetada i.p. ou s.c. 
na concentração plasmática de ACTH de ratos submetidos à contenção e sangrados 1,5 ou 6h após a 
injeção, como descrito nos métodos. Todos os grupos tiverem n=8. As barras e linhas representam a 
média ± SEM; valores de ANOVA F(5,42)=4,828 e *p≤0,05 comparado com animais que receberam 
veículo e foram submetidos a estresse 1h30min. 
 
Figura 14 - Efeito da combinação do CP154,526 (60 mg/kg) e do SSR149415 (30 mg/kg cada) injetada 
s.c. na concentração plasmática de ACTH de ratos submetidos à contenção e sangrados 6h ou 12h 
após a injeção, como descrito nos métodos. Todos os grupos tiverem n=8. As barras e linhas acima 







As figuras 15-17 apresentam gráficos de barras da concentração 
plasmática de ACTH de ratos que foram injetados com 30 mg/kg s.c. de 
SSR125543 e submetidos a uma das três modalidades de estresse, como já 
descrito em métodos. Como o CP154,526 da Pfizer tem uma farmacocinética 
conhecidamente ruim, voltou-se à literatura para procurar uma droga que pudesse 
substituí-lo com alguma vantagem. Sendo assim, a droga SSR125543, um 
análogo do CP154,526, também antagonista não peptídico do receptor CRF1, foi 
obtida junto a Sanofi-Aventis (208, 378, 383-385). 
O pré-tratamento com SSR125543, assim como o CP154,526, 
reduziu significativamente a concentração plasmática de ACTH de animais 
submetidos à contenção quando comparado à de animais veículo estressados, 
mas os níveis mantiveram-se elevados quando comparados aos de animais que 
não foram submetidos a este teste permanecendo em suas caixas (Figura 15). 
Por outro lado, não foi capaz de reduzir os níveis plasmáticos de ACTH de ratos 


























Figura 15 – Gráfico de barras com a concentração plasmática de ACTH de ratos injetados com 30 
mg/kg s.c. de SSR125543 e submetidos à contenção por 1h e seus controles. As barras e linhas acima 
representam a média ± SEM; valores de ANOVA, *p≤0.05 comparado com animais controle que 
permaneceram em suas caixas. 
















Figura 16 - Gráfico de barras com a concentração plasmática de ACTH de ratos injetados com 30 
mg/kg s.c. de SSR125543 e submetidos à inalação de vapor de éter. As barras e linhas acima 
representam a média ± SEM; valores de ANOVA, *p≤0.05 comparado comparado com animais controle 



























Figura 17 - Gráfico de barras com a concentração plasmática de ACTH de ratos injetados com 30 
mg/kg s.c. de SSR125543 e submetidos ao teste do nado forçado. As barras e linhas acima 
representam a média ± SEM; valores de ANOVA, *p≤0.05 comparado com animais controle que 
permaneceram em suas caixas. 
Foram realizados três experimentos com a intenção de verificar 
quanto e por quanto tempo a droga SSR125543, associada ao SSR149415, seria 
capaz de bloquear o eixo HPA. No primeiro experimento, ratos foram tratados 
com 30 mg/kg s.c. de ambas as drogas e submetidos ao estresse de contenção 
30min – 5 e 11 horas após a injeção e tiveram seu sangue coletado para 
dosagem da concentração de ACTH, segundo protocolo já descrito. Conforme 
figura 18, pode-se notar que, apesar de haver uma queda na concentração de 
ACTH dos animais injetados com as drogas 30min – 5 e 11 horas antes do 
estresse, não houve diferenças estatisticamente significativas quando 








Figura 18 - Efeito da associação das drogas SSR149415 e SSR125543 sobre os níveis plasmáticos 
de ACTH de ratos submetidos ao estresse da contenção, 1h30min – 6 e 12 horas após o tratamento. 
 
Figura 19 - Repetição do experimento da figura 16. #p≤0,05 comparado ao grupo veículo-contenção; 
@p≤0,05 comparado ao grupo veículo-contenção 12h. ANOVA de uma via seguida pelo teste de 
comparações múltiplas de Bonferroni. 
Esperava-se que a concentração de ACTH no sangue de animais 
que receberam veículo e foram submetidos ao estresse de contenção fosse muito 
maior e estatisticamente diferente dos que permaneceram na caixa. Como tal fato 







mesmo protocolo. Sendo assim, observam-se resultados diferentes no gráfico da 
figura 19. 
O controle, veículo caixa, apresentou concentração de ACTH 
acima do esperado, sugerindo que possa ter ocorrido algum problema com a 
manipulação dos animais, expondo-os a estresse involuntariamente. Só houve 
diferença estatisticamente significativa entre o grupo veículo-contenção ([ACTH] = 
335 pg/ml) e o grupo drogas-contenção - 6 horas ([ACTH] = 154 pg/ml(#)) e o 
grupo veículo- contenção - 12 horas ([ACTH] = 342 pg/ml) e o grupo drogas-
contenção - 12 horas ([ACTH] = 174 pg/ml*). Este último apresentou concentração 
de ACTH praticamente igual às concentrações de 1h30min (179 pg/ml) e 6h (154 
pg/ml); e [ACTH] bem menor que seu respectivo controle (342 pg/ml), dando a 
indicação de que a nova droga (SSR125543) possa substituir eficazmente o 
CP154,526 por manter o bloqueio do eixo HPA por até 12 horas. 
Como os controles não apresentaram concentração de ACTH 
dentro da faixa esperada realizou-se um terceiro experimento, seguindo protocolo 
já descrito. Desta vez, avaliou-se o efeito da associação das drogas em questão, 
sobre o estresse da natação que, como demonstrado em experimentos 
anteriores, foi o mais fortemente dependente da associação de duas drogas 
(CP154,526 e SSR149415). 
Observando o gráfico da figura 20, pode-se notar que a 
concentração de ACTH no sangue dos animais que receberam as duas drogas e 







dos animais veículo-caixa, mas ambas são estatisticamente diferentes do controle 
estressado. 
A tabela I mostra um resumo dos resultados obtidos com os 
diferentes antagonistas de receptores estudados nos três modelos de estresse já 
descritos, onde o símbolo (+) refere-se ao efeito que uma ou ambas as drogas 
tiveram sobre a diminuição da concentração plasmática de ACTH e (-) quando o 
tratamento empregado não foi capaz de diminuir tal concentração. 
Como o objetivo original deste trabalho era avaliar os efeitos da 
privação de sono paradoxal no cérebro de ratos que tiveram a resposta hormonal 
ao estresse interrompida pelo bloqueio do eixo HPA, quatro experimentos, 
complementares ao protocolo de estresse por natação, foram realizados para 
avaliar se as drogas SSR149415 (30 mg/kg) e SSR125543 (30 mg/kg), 
associadas à sílica mesoporosa SBA-15, bloqueariam o eixo HPA por maior 
tempo. Nestes experimentos, os animais foram submetidos ao estresse da 
natação 6, 12 e 24 horas após injeção com as drogas em estudo incorporadas à 


























Figura 20 - Efeito da associação das drogas SSR149415 e SSR125543 sobre os níveis plasmáticos 
de ACTH de ratos submetidos ao estresse da natação. *p≤0,05 comparado ao grupo veículo-caixa; 
#p≤0,05 comparado ao grupo veículo-natação. Teste de ANOVA seguido do teste de comparações 
múltiplas de Bonferroni. 
 
Tabela I - Resumo dos resultados obtidos nos três modelos de estresse com os antagonistas de 
receptores CRF1 e V1B - CP154,526, SSR149415 e SSR125543 injetados 1h30min antes da coleta de 
sangue. (+) indica que o tratamento levou à uma queda da concentração plasmática de ACTH e (-) o 
tratamento não foi capaz de diminuir a concentração plasmática de ACTH. 
Drogas / Estresse Vapor de Éter Natação Contenção 
CP154,526 (CRF1) - - + 
SSR149415 (V1B) + - + 
CP154,526 + 
SSR149415 + + + 
SSR125543 
(CRF1) - - + 
SSR125543 + 
SSR149415 + + + 
Visando obter um modelo de bloqueio prolongado do eixo HPA, 
tentou-se empregar a bomba osmótica de infusão Alzet®. O fator crítico para o 
sucesso deste procedimento é a concentração da droga que deve ser colocada 
na cápsula. Tendo em vista que não há estudos publicados sobre a 







produz o bloqueio do eixo HPA, a concentração foi estimada grosseiramente e 
limitada ainda pela disponibilidade da droga. Foram realizados dois experimentos, 
figuras 21 e 22, descritos a seguir. 
Como é possível observar nas figuras 21 e 22, não houve 
diferença significativa entre os grupos que receberam bombas contendo as 
drogas e foram submetidos ao estresse da natação 3 ou 7 dias após a cirurgia, 
dos grupos que receberam bomba contendo somente veículo. Nota-se que houve 
uma pequena queda na concentração de ACTH no plasma dos ratos que 
permaneceram 7 dias com a bomba em comparação aos que tiveram seu plasma 
coletado no terceiro dia. Essa pequena queda não foi significativa, mas é preciso 
notar que o valor médio apresentado diz respeito à média de apenas três animais 
que sobreviveram ao procedimento. O valor de ACTH desejado para este 
experimento deveria ser muito próximo dos controles. Vale lembrar que, os 
animais que foram submetidos ao estresse da natação sete dias após a 
implantação da bomba, tiveram mais tempo para se recuperar da cirurgia quando 
comparado aos animais testados no terceiro dia, explicando a grande diferença 
na concentração de ACTH no plasma dos animais controle 3 e 7 dias. 
Com base em tais observações concluiu-se que a concentração 
das drogas colocada na bomba não foram adequada. Levando-se em conta a 
pequena queda no ACTH plasmático do grupo experimental 7 dias, se a 
concentração plasmática efetiva das drogas SSR149415 e SSR125543 fosse 
conhecida, o eixo HPA poderia ter sido bloqueado. Em verdade, nem mesmo a 
fabricante Sanofi-Aventis tem conhecimento da farmacocinética destas drogas, 







que estas drogas desenvolvem tolerância quando administradas continuamente. 
Neste caso, os resultados obtidos com 3 dias de administração poderiam ter se 
mostrado melhores (com alguma redução do ACTH plasmático) do que os obtidos 
com 7 dias de administração. Embora tenha sido possível observar tais efeitos, a 
possibilidade de que esta(s) droga(s) desenvolvam tolerância não pode ser 
descartada. 
















Figura 21 – Gráfico de barras com a dosagem da concentração de ACTH do plasma de ratos que 
receberam bomba de infusão da Alzet® contendo as drogas SSR125543 e SSR149415, 3 dias antes de 
serem submetidos ao estresse da natação. 
4.1 Teste da Natação Forçada - TNF 
Como já descrito em Métodos, para a avaliação do efeito das 
drogas, o único parâmetro levado em conta foi o tempo de imobilidade, 
movimentos suficientes para manter o animal com o focinho fora da linha d’água. 
Por se tratar de um modelo de depressão, espera-se que quanto menos 
deprimido o animal, maior o tempo de natação e por consequência, menor o 







Após ANOVA de uma via, os três grupos controle foram reunidos 




























Figura 22 - Gráfico de barras com o tempo de imobilidade, expresso em segundos, apresentado por 
animais submetidos ao teste da natação forçada 1h30min após cada grupo ter sido injetado com 
doses das drogas SSR149415 e SSR125543 associadas. *p≤0,05 comparado ao grupo controle após 
ANOVA de uma via seguida de Bonferroni. 
Observando-se o gráfico da figura 22, nota-se que os animais dos 
grupos que receberam as doses de 1, 10 e 30 mg/kg apresentaram tempo de 
imobilidade significativamente menor quando comparado ao controle, sugerindo 
ação antidepressiva das drogas em estudo. A dose de 3 mg/kg de ambas as 
drogas, no entanto, não alcançou significação estatística pelo teste empregado e 
com o número de animais testados. Esta observação pode ser atribuída à 
dispersão dos valores obtidos, para a qual não há uma explicação objetiva a não 







4.2 Labirinto em Cruz Elevado - LCE 
Como já descrito em métodos, para avaliar o perfil de ansiedade 
dos animais, foram levados em conta 3 parâmetros: frequência de entrada no 
centro ou nos BAs ou nos BFs; tempo de permanência nos mesmos e distância 
percorrida. Os resultados obtidos, com a avaliação dos 3 parâmetros em questão, 
em relação ao centro, indicará o quanto as drogas estudadas aumentaram a 
ambulação dos animais. Sendo assim, quanto maior o número de entradas e 
tempo de permanência nos BFs, mais ansioso o animal; e quanto maior a 
frequência e tempo de permanência nos BAs, menos ansioso o animal. 
A figura 23 apresenta dois exemplos de traçado típico realizado 
pelos animais e gerado pelo programa de avaliação comportamental AnyMaze®; 
os braços verticais são fechados e os horizontais abertos. Já a figura 24 
apresenta um conjunto de gráficos construídos a partir dos dados brutos, onde os 
três dias de experimento são apresentados com seu controle correspondente. 
Estes mesmos dados estão apresentados de modo normalizado na figura 25, 
tomando como 100% o valor registrado pelo grupo controle. 
Observando-se os resultados obtidos, nota-se que não houve 
diferenças significativas entre as doses e seus controles diários, a única exceção 
ocorreu na dose de 10 mg/kg em relação ao número de entradas nos braços 
fechados. Parâmetro que, se avaliado sozinho, sugere maior ansiedade dos 
animais que receberam a dose em questão. Mas, observando-se o aumento do 







centro quanto nos diferentes braços, pode-se dizer que as drogas, na dose de 10 
mg/kg, fizeram com que os animais circulassem mais pelo labirinto. 
                            





















































































































































































































































































































































































































Figura 24 - Resultados brutos do número de entradas, tempo de permanência (seg) e distância percorrida (m) nos BA, BF e Centro do LCE obtidos a 
partir da observação do comportamento dos animais tratados com ambas as drogas 1h25min antes de serem submetidos ao teste. *p≤0,05 comparado 
aos seus respectivos controles após ANOVA de uma via seguida de Bonferroni. 
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Figura 25 - Resultados normalizados do número de entradas, tempo de permanência e distância percorrida nos BA, BF e Centro do LCE obtidos a 
partir da observação do comportamento de animais tratados com ambas as drogas 1h25min antes de serem submetidos ao teste.  *p≤0,05 comparado 







Tabela II - Proporção relativa do número de entradas nos Braços Abertos (BA) ou Fechados (BF) do 
labirinto em cruz elevado em relação ao número total de entradas  
 
A tabela II apresenta o número relativo de entradas dos animais nos 
braços abertos ou fechados em relação ao número total de entradas. Os resultados 
assim computados foram submetidos a ANOVA de uma via seguido de Bonferroni, 
comparando-se tanto cada droga com o grupo controle veículo como quanto a 
variação da proporção de entradas em BA sem resultados significativos reforçando o 
que já foi reportado nas figuras 24 e 25. 
4.3 Interação Social 
Os gráficos apresentados a seguir representam os resultados obtidos 
nos experimentos de interação social, em que se procurou avaliar a ação ansiolítica 
das drogas SSR149415 e SSR125543 em associação. 
Seguem abaixo os gráficos de cada comportamento observado 
individualmente, onde os dados brutos sempre estarão pareados aos normalizados, 
tanto para duração (Figura 26) como para frequência (Figura 27) dos 
comportamentos. Para melhor avaliação, também serão apresentados gráficos com 
três barras em que os comportamentos de interação ativa foram somados, assim 
Tratamento Nº de entradas total ± EPM Entradas BA (%) ± EPM Entradas BF (%) ± EPM 
Veículo 1 19,83 2,58 26,45 4,14 73,55 4,14 
Dose 0,1 17,71 2,15 32,27 1,94 67,73 1,94 
Dose 0,3 13,57 1,89 33,26 2,74 66,74 2,74 
Veículo 2 12,33 1,71 25,99 4,96 74,01 4,96 
Dose 1 14,00 1,83 27,33 2,88 72,67 2,88 
Dose 3 16,29 1,78 25,33 6,36 74,67 6,36 
Veículo 3 15,33 2,04 44,92 7,38 55,08 7,38 
Dose 10 22,71 3,18 33,94 5,38 66,06 5,38 







como os de interação não ativa e não interação (Figuras 28 e 29). E, por fim, gráficos 
com duas barras em que os comportamentos de interação ativa e não ativa foram 
somados, resultando em uma única barra de interação pareada a de não interação 



























































































































































































































































































































































































































































































































Figura 26 - Comportamentos apresentados pelo animal experimental durante teste comportamental de 
Interação Social. Gráficos da esquerda, duração expressa em segundos e da direita, porcentagem dos 
controles. *p≤0,05 comparado aos seus respectivos controles após ANOVA de uma via seguida de 
Bonferroni. 
Como é possível notar, os únicos comportamentos que apresentaram 
diferença significativa em relação aos respectivos controles, foram - receber 







As drogas, na dose de 10 mg/kg, aumentaram significativamente o 
comportamento passivo de receber grooming, interação não ativa. Por outro lado, 
diminuíram a interação ativa de alogrooming, principalmente na dose de 0,1 mg/kg. 
Observando-se o gráfico de alogrooming, pode-se notar que há uma evidente 
relação dose resposta. Quanto maior a dose, maior a duração de tal comportamento 
que não chega apresentar diferença estatística, talvez devido ao pequeno número de 
animais empregado em cada teste, como já mencionado, os grupos sempre foram 


















































































































































































































































































































































































































































































































Figura 27 - Comportamentos apresentados pelo animal experimental durante teste comportamental de 
Interação Social. Gráficos da esquerda, frequência expressa em número de ocorrências e da direita, 
porcentagem dos controles. *p≤0,05 comparado aos seus respectivos controles após ANOVA de uma via 
seguida de Bonferroni. 
Observando-se os gráficos de frequência apresentados em número 
de ocorrências e porcentagem dos controles, pode-se notar que as diferenças 
estatisticamente significativas, como esperado, foram obtidas com os mesmos 







Apesar de haver aumento tanto na duração, como no número de 
ocorrências dos comportamentos de interação não ativa (andar junto, fugir e receber 
grooming) e de alguns dos comportamentos de interação ativa (como passar por 
cima e alogrooming), não houve diferenças estatisticamente significativas na soma 
dos comportamentos de interação ativa, não ativa e não interação, tanto em relação 
à duração em segundos (Figura 28), como em número de ocorrências (Figura 29). 
Também não foi possível observar diferenças estatísticas nos gráficos onde se 
somou as interações ativas e não ativas, criando uma única barra chamada de 
Interação que foi comparada à de não interação (Figuras 30 e 31). Como já 
mencionado, este fato pode estar vinculado ao baixo número de animais 
empregados em cada grupo experimental. 
Sendo assim, avaliando-se os resultados obtidos nos testes 
comportamentais de ansiedade/depressão, pode-se dizer que a associação das 
drogas não potenciou o efeito ansiolítico das mesmas nos testes de labirinto em cruz 
elevado e interação social. Talvez, se tivesse sido possível empregar maior número 
de animais por grupo, diferenças estatísticamente significativas entre os grupos 
experimentais e seus respectivos controles seriam observadas. Por outro lado, as 
drogas foram capazes de diminuir o tempo de imobilidade de animais experimentais 
no teste do nado forçado – modelo de depressão - sendo 1 mg/kg de cada uma das 






















































































































Figura 28 - Representação da duração em segundos (gráficos da esquerda) e porcentagem dos 
controles (gráficos da direita), obtidos a partir da soma dos comportamentos de interação ativa, interação 
não ativa e não interação dos animais tratados com ambas as drogas 1h20min antes de serem 
submetidos ao teste de interação social. As doses diárias foram comparadas ao seu respectivo controle 



























































































































Figura 29 - Representação do número de ocorrências (gráficos da esquerda) e porcentagem dos 
controles (gráficos da direita), obtidos a partir da soma dos comportamentos de interação ativa, interação 
não ativa e não interação dos animais tratados com ambas as drogas 1h20min antes de serem 
submetidos ao teste de interação social. As doses diárias foram comparadas ao seu respectivo controle 













































































































Figura 30 - Representação da duração em segundos (gráficos da esquerda) e porcentagem dos 
controles (gráficos da direita) obtidos a partir da soma dos comportamentos de interação ativa e não ativa 
e não interação dos animais tratados com ambas as drogas 1h20min antes de serem submetidos ao teste 
de interação social. As doses diárias foram comparadas ao seu respectivo controle por ANOVA de uma 


















































































































Figura 31 - Representação do número de ocorrências (gráficos da esquerda) e porcentagem dos 
controles (gráficos da direita) obtidos a partir da soma dos comportamentos de interação ativa e não ativa 
e não interação dos animais tratados com ambas as drogas 1h20min antes de serem submetidos ao teste 
de interação social. As doses diárias foram comparadas ao seu respectivo controle por ANOVA de uma 







Modelos animais de doenças psiquiátricas são de difícil obtenção e 
interpretação. As ferramentas diagnósticas para depressão e ansiedade são 
baseadas essencialmente na observação comportamental, nas relações 
interpessoais e na expressão verbal reportada pelo paciente, sendo que nenhuma 
destas estratégias pode ser produzida em animais. Assim, Haenisch e Bonisch em 
extensa revisão da literatura sobre o desenvolvimento dos estudos em 
antidepressivos, publicada em 2011, apontam que os modelos animais para doenças 
psiquiátricas como a depressão seguem critérios reducionistas (145). Segundo estes, 
um bom modelo animal deveria seguir três critérios: isomorfismo, ou a reprodução de 
sintomas apresentados na doença humana; validade preditiva, na medida em que as 
drogas ativas na doença humana também causam melhoras nos parâmetros 
comportamentais do modelo; e finalmente, os sintomas induzidos nos animais devem 
possuir as mesmas bases neurobiológicas da disfunção humana. Como apontam os 
autores, no entanto, não se conhecem, de forma absoluta, as bases neurobiológicas 
da doença depressiva ou ansiedade tornando muito difícil traçar correlações entre 
modelos animais e o distúrbio humano. Os autores ainda dividem os modelos em 
duas categorias: a primeira em que uma linhagem ou manipulação (lesão) predispõe 
os animais a estados depressivos e a segunda em que o animal é submetido à 
alguma forma de perturbação ou estresse levando-o a estados depressivos. Por esta 
segunda, considerada mais natural, listam-se os modelos de estresses como a 
contenção, desespero aprendido, estresse leve crônico e imprevisível (UCMS), o 
modelo residente-intruso, separação maternal, isolamento, entre outras formas de 







desempenhar um papel central, de forma especial a perda ou medo da perda de 
status social, validando ainda mais os modelos animais de estresse social. 
A secreção de ACTH, mediador liberado pela hipófise para estimular 
a secreção adrenal de cortisol ou corticosterona – um dos principais agentes na 
resposta ao estresse - está sob controle de dois ou mais mediadores hipotalâmicos, 
principalmente o CRH e a vasopressina, por meio de receptores CRF1 e V1B (386). 
Como podemos observar nos resultados, todas as modalidades de estresse foram 
eficazes em estimular a secreção de ACTH. Observou-se ainda, que o pré-
tratamento com doses altas, como 30 mg/kg, de antagonistas de CRF1 (CP154,526) 
não foi suficiente para bloquear o aumento de ACTH no plasma dos animais tratados 
em nenhum dos modelos de estresse (Figuras 7-9) mas com efeito moderado sobre 
o estresse da contenção. 
Por outro lado, o antagonista seletivo de V1B (SSR149415), na dose 
de 30 mg/kg, inibiu significativamente a resposta do eixo à exposição ao vapor de 
éter, mas falhou em inibir o eixo HPA, após o nado forçado e reduziu apenas 
moderadamente a resposta à contenção (Figuras 10-12). Porém, a associação do 
CP154,526 com SSR149415 foi muito eficiente em bloquear o eixo HPA nas três 
modalidades de estresse (Figuras 11-13). Somando-se a estes resultados, 
observamos que o tratamento com ambas as drogas, em altas doses, pode diminuir 
os níveis plasmáticos de ACTH de animais não submetidos a procedimentos 
estressantes. Curiosamente, essa inibição generalizada da secreção de ACTH nunca 







simultâneo dos receptores CRF1 e V1B in vivo. Nossos resultados reforçam a noção 
de que tanto a vasopressina quanto o CRH são importantes secretagogos de ACTH 
(18, 387). 
A duração do bloqueio do eixo HPA pelo tratamento com as drogas 
foi relativamente curto, sendo aliviado após 6 horas e totalmente encerrado após 12 
horas (Figura 14). Estudos farmacocinéticos com CP154,526 têm demonstrado uma 
meia vida relativamente curta (372), enquanto o SSR149415 mostrou um efeito um 
pouco mais longo, mas ainda curto, uma vez que o efeito da dose de 10 mg/kg desta 
droga, administrada por via oral, sobre o ACTH plasmático, acabou após 6 horas 
(379). A curta duração do bloqueio do eixo por essas drogas parece ser totalmente 
explicada por sua farmacocinética, mas o possível envolvimento de outros 
mecanismos compensatórios não pode ser descartado. 
Os antagonistas utilizados neste estudo têm sido propostos como 
ansiolíticos e antidepressivos, bem como para o tratamento de transtorno de 
estresse pós-traumático (PTSD), uma vez que podem modificar testes 
comportamentais clássicos, como labirinto em cruz elevado, tempo de imobilidade no 
teste do nado forçado de Porsolt, interação social e vários outros paradigmas (372, 
379, 383, 388). Esses efeitos foram descritos usando uma gama de doses similares 
às usadas aqui. A utilização simultânea das duas drogas nunca tinha sido tentada 
em testes comportamentais e nossos resultados sugeriam que essa associação 
poderia ter efeitos notáveis em tais modelos, uma questão que também foi explorada 







ação do CRH e AVP na etiologia dos transtornos de humor e estresse e demonstram 
a eficácia dessas drogas controlando ou inibindo o eixo HPA. 
O efeito seletivo dos antagonistas estudados nas diferentes 
modalidades de estresse levantam aspectos interessantes sobre a fisiologia desta 
resposta. Após avaliação da literatura notamos que a categorização das modalidades 
de estresse vem sendo tentada por vários autores (1, 389-393). Esses autores 
classificaram os diferentes tipos de estresse em físico ou psicológico, baseado no 
padrão de ativação de áreas cerebrais, medido pela transcrição do gene c-fos, um 
marcador de ativação neuronal, além de muitos outros parâmetros. O padrão 
diferencial de ativação foi mais evidente nos centros medulares catecolaminérgicos e 
amígdala - onde o CeA foi mais sensível a estresse físico que o MeA - enquanto que 
este foi mais sensível a estresse psicológico. De acordo com esses parâmetros, os 
autores classificaram o nado forçado e contenção na categoria de estresse 
psicológico e inalação de vapor de éter como estresse físico, junto com hemorragia e 
desafios imunológicos. Anisman e Matheson em 2005 (394) também reviram este 
aspecto conceitual de estresse para modelar a depressão humana. Estes autores 
seguiram a classificação de estresse proposta por Herman e Cullinan em 1997, onde 
estresse sistêmico é aquele que induz uma resposta metabólica como desafios 
respitatórios, cardiovasculares ou imunes, enquanto que estresse processivo seria 
aquele onde há envolvimento de um processamento cortical de alta complexidade, 
tal como na avaliação de uma situação ou estímulo de forma psicológica. À luz dessa 







ou psicológico, enquanto que inalação de vapor de éter seria considerado como 
estresse sistêmico ou físico (1, 389). 
Assim, de acordo com esses autores, nado forçado seria classificado 
na mesma categoria do estresse de contenção baseado no mapeamento da 
expressão de c-fos no cérebro (nossos resultados suportam essa noção), no entanto, 
uma categoria intermediária poderia ser mais bem acomodada para o estresse do 
nado forçado. Por outro lado, Pacak e Palkovits em 2001, reviram extensamente a 
literatura sobre um importante conceito de especificidade do estresse, baseado na 
secreção e liberação de indolaminas (serotonina), catecolaminas (dopamina, 
noradrenalina e adrenalina) e ACTH em núcleos cerebrais, assim como o 
mapeamento da expressão de c-fos em contenção, hemorragia, exposição ao frio, 
dor ou hipoglicemia. Os autores então concluíram que se pode desenhar uma 
assinatura específica de ativação cerebral e endócrina para cada tipo de estresse, 
envolvendo desde áreas cerebrais límbicas superiores até centros medulares, 
opondo-se assim a uma categorização simplificada do estresse. 
De acordo com os resultados apresentados aqui, a secreção de 
ACTH estimulada pela inalação de vapor de éter depende da transmissão 
vasopressinérgica intacta (secreção de ACTH é bloqueada por antagonistas de V1B). 
Nossa hipótese é que estresse físico/sistêmico envolve particularmente 
vasopressina. O antagonista de vasopressina sozinho falhou em bloquear a secreção 
de ACTH, no teste do nado forçado e contenção exigindo o bloqueio simultâneo do 







estimulada pelos estresses, fortalecendo a proposta de que estas modalidades de 
estresse dependem tanto da vasopressina quanto do CRH e podem ser classificados 
como estresse processivo/psicológico. Como citado acima, natação forçada tem 
resistido a classificação simplificada de estresse com base no mapeamento da 
ativação de c-fos, mas usando o mesmo raciocínio, podemos classificá-lo como 
estresse processivo/psicológico. É importante notar que o resultado final de qualquer 
tratamento tem que levar em conta que a liberação de ACTH é mediada 
neurologicamente e envolve um conjunto de fatores como revisto por outros autores 
(1). 
Tomados em conjunto, esses resultados demonstraram que o 
bloqueio simultâneo dos receptores estudados impõe um forte bloqueio do eixo HPA 
reduzindo o ACTH a níveis plasmáticos próximos dos basais observados em animais 
controle que não foram submetidos a estresse. Assim, os animais tratados, tal como 
descrito em métodos, podem ser usados para avaliar os efeitos de diferentes 
modalidades de estresse na função cognitiva e neuroquímica sem interferir nas 
consequências do aumento de ACTH e hormônios adrenais no sangue. 
Tendo em vista que o bloqueio da resposta secretora de ACTH pelo 
emprego dos dois antagonistas é efetiva contra diferentes tipos de estresse, 
levantamos a hipótese de que este tratamento simultâneo poderia também ser mais 
efetivo com relação a quadros de depressão e ansiedade. Assim na segunda parte 
do presente estudo empregamos as drogas SSR125543 e SSR149415 em diversas 







depressão em ratos, como o nado forçado, labirinto em cruz elevado e interação 
social. Nossos resultados mostraram que a hipótese proposta não se confirmou, uma 
vez que o tratamento com ambas as drogas foi efetivo apenas no modelo do nado 
forçado e na dose em que a droga SSR125543 sozinha também foi efetiva, segundo 
Griebel e colaboradores (384). 
Os resultados obtidos com a droga SSR125543 na dose de 30 mg/kg 
sobre os três modelos de estresse confirmam o que se observou com o CP154,526, 
o seja, apenas o estresse da contenção pode ser parcialmente bloqueado ou 
influenciado pelo bloqueio dos receptores CRF1 quando avaliado pela concentração 
de ACTH no plasma. Os estresses de inalação de éter e nado forçado não foram 
afetados por esta droga (Figuras 15-17). 
Ainda empregando este modelo de estresse da contenção, 
avaliamos a duração do bloqueio do eixo HPA pela combinação das duas drogas e 
os resultados mostraram que após 12 horas da administração destas drogas, o eixo 
já volta a responder ao estresse, mostrando que não há mais bloqueio (Figura 18). 
Como os níveis plasmáticos de ACTH observados no grupo controle estressado 
foram menores que os normalmente obtidos neste modelo, optamos por refazer este 
experimento. Neste novo experimento observamos uma queda nos níveis 
plasmáticos de ACTH após estresse de contenção após 12 horas da administração, 
mas, desta vez, os animais controle é que apresentaram níveis inesperadamente 
elevados de ACTH, deixando dúvidas sobre a validade dos resultados obtidos 







bloqueio pelas drogas empregadas neste estudo (Tabela 1), uma vez que este foi 
efetivo e parece ter durado mais tempo, passamos a enfocar o estresse da natação 
por ser mais resistente ao efeito das drogas. Novamente, após 1h30min da 
administração de SSR125543 e SSR149415 nas doses de 30 mg/kg, observamos 
consistente bloqueio da resposta de ACTH, como pode ser visto na figura 20. Este 
resultado serve, portanto, como prova de mecanismo de que ambos os 
neuromediadores CRH e vasopressina exercem papel redundante e complementar 
no controle da ativação do eixo HPA, validando a estratégia proposta para a 
supressão da resposta hormonal ao estresse de maneira independente da 
modalidade de estresse aplicado. 
Assim, em virtude da quantidade reduzida de drogas disponível, 
passamos a avaliar diretamente o emprego da sílica nanoestruturada SBA-15 (ver 
anexo página 123) como veículo para retardar a liberação das drogas no modelo de 
estresse por natação forçada. Estes experimentos, no entanto, não produziram os 
resultados esperados e optamos por modificar nossos objetivos. 
As drogas estudadas aqui foram desenvolvidas por grandes 
indústrias farmacêuticas para o tratamento de distúrbios psiquiátricos como a 
ansiedade, depressão e estresse pós-traumático, entre outros. Passamos a 
considerar então, a possibilidade de os padrões de resposta ao estresse 
apresentarem algum papel sobre a ansiedade e depressão produzidos em modelos 
animais. Avaliamos o efeito deste tratamento simultâneo com os antagonistas de 







social, modelos animais muito empregados na avaliação de drogas ansiolíticas e 
antidepressivas. Nossa expectativa era de que estas drogas teriam potente ação 
sobre estes modelos e optamos por avaliar doses decrescentes das drogas a fim de 
detectar uma possível potenciação de efeitos. Nossos resultados não sustentaram 
esta hipótese, pois observamos resultados significativos apenas no teste de nado 
forçado (Figuras 22). O tempo de imobilidade neste teste reflete um estado de 
depressão e quanto maior este tempo, mais deprimido está o animal. Esperava-se 
que o tratamento com as drogas reduzisse o tempo de imobilidade, o que realmente 
aconteceu com doses acima de 1 mg/kg de ambas as drogas sugerindo efetividade 
como antidepressivo. No entanto, nos testes de ansiedade como o labirinto em cruz 
elevado (Figuras 24 e 25), não observamos alterações significativas em nenhum dos 
parâmetros avaliados, a saber: numero de entradas, tempo de permanência e 
distância percorrida no centro do labirinto, nos braços abertos ou nos braços 
fechados. O mesmo ocorreu no teste da interação social (Figuras 26-31), onde se 
mede preferencialmente a ação ansiolítica de drogas. Embora muitos dos 
experimentos desta natureza empreguem drogas com efeitos comprovados como 
padrão de comparação, consideramos que a replicação dos efeitos obtidos por 
outros autores nestes modelos teria o papel de droga padrão em nossos 
experimentos. 
Embora a literatura apresente resultados positivos para ação 
ansiolítica (395), fica claro nos trabalhos de Griebel e colaboradores que a principal 
ação, tanto do antagonista de CRF1, SSR125543, quanto do V1B, SSR149415, se dá 







operante à barra, conhecido como DRL-72 (Differential Reinforcement of Low-rate 72 
seconds), no qual o rato é condicionado a evitar a pressão à barra por 72 segundos, 
a fim de obter reforço (um pellet de ração) (397), sendo um dos melhores modelos 
para diferenciar drogas ansiolíticas das antidepressivas, Louis e colaboradores (398) 
demonstram esta diferenciação com mais propriedade e postularam a 
compatibilidade deste perfil com a de antidepressivos. Para ampliar o debate sobre o 
modelo da interação social há pelo menos um estudo mostrando a efetividade do 
SSR149415 sobre este comportamento (399). Deve-se considerar ainda um 
complicador na interpretação de tais resultados que é a diferença entre animais 
experimentais em cada modelo, tais como ratos, camundongos e gerbilos.  
Em um estudo particularmente interessante e extenso Refojo e 
colaboradores (400) produziram linhagens de camundongos nas quais a expressão 
de receptores CRF1 foi inibida, apenas em neurônios que também empregavam um 
de quatro neurotransmissores, o glutamato, GABA, serotonina e dopamina. Após 
extensa validação destas linhagens para comprovar a deleção seletiva destes 
receptores, os autores empreenderam estudos comportamentais em 6 modelos 
diferentes, nado forçado, labirinto em cruz elevado, campo aberto, caixa 
claro/escuro, hole-board modificado e exploração do objeto novo. Os resultados 
deste impressionante estudo apontam claramente para um papel amplificador do 
traço ansioso quando o CRH interfere com a função glutamatérgica, dando-se o 
oposto com o sistema dopaminérgico. Em outras palavras, os animais que perderam 
o receptor CRF1 nas células glutamatérgicas tiveram menos ansiedade que os 







mais ansiedade. Os sistemas GABA e 5-HT não apresentaram modificações 
substanciais nos modelos comportamentais testados e não devem ter participação 
maior nestes processos de resposta a estresse e estados ansiosos. Esta 
constatação, à luz das observações de que o glutamato exerce um papel estimulador 
no PVN e na liberação de CRH em situações de estresse, parece fechar um circuito 
de realimentação positiva da ansiedade; isto é, ao mesmo tempo em que o estresse 
aumenta a liberação de CRH (301, 302), a presença de CRH agindo sobre células 
glutamatérgicas aumenta ainda mais sua liberação. Neste caso a córtex e o 
hipocampo merecem particular atenção, pois são as estruturas que apresentam 
células glutamatérgicas que expressam também receptores CRF1. Considerando-se 
os resultados envolvendo a dopamina, os neurônios da substância negra compacta 
(SNpc) e área ventral tegmental (VTA) apresentam colocalização das células 
dopaminérgicas e receptores CRF1. Os resultados destes autores implicam 
diretamente este neurotransmissor no controle das respostas a estresse, mas a 
literatura a respeito é bastante omissa, sugerindo que a questão seja reconsiderada. 
Estes autores ainda apontam a heterogeneidade do VTA (401, 402) como elemento 
novo e que as células que expressam receptores para CRH devem constituir uma 
subpopulação cujo estudo deveria ser ampliado para definir seu papel no controle da 
ansiedade. 
Aplicando estes conceitos aos nossos resultados podemos 
considerar que o uso do antagonista de CRF1 faria o mesmo efeito que Refojo e 
colaboradores obtiveram, mas simultaneamente sobre os sistemas dopaminérgico e 







opostos, um aumentando a ansiedade e o outro reduzindo-a, justificando a nossa 
observação de modificações apenas sobre o modelo de depressão. Curiosamente, o 
modelo de nado forçado não forneceu resultados significativos nos animais com 
deleção seletiva do receptor CRF1 nos neurônios estudados por Refojo e 
colaboradores, reforçando a noção de que este modelo reflete melhor ações sobre a 
depressão e não ansiedade. 
Em resumo, nossos resultados confirmam que é possível bloquear a 
liberação de ACTH após a aplicação de diversos tipos de estresses fazendo o 
bloqueio simultâneo de receptores CRF1 e V1B. Em extensão a esta demonstração, 
também observamos que o tratamento simultâneo com estes antagonistas não 
apresenta efeito potenciador nos modelos de ansiedade e depressão, como 
levantado a princípio, sugerindo que a ação ansiolítica ou antidepressiva destas 
drogas ocorra em áreas não hipotalâmicas e não envolvidas diretamente com a 
secreção hormonal em decorrência dos estresses. Nossos resultados sugerem que 
estas drogas tenham preferencialmente ação antidepressiva, em concordância com a 
maioria das observações experimentais. 
Neste mesmo sentido, em abrangente revisão da literatura, Haller e 
colaboradores (403) avaliaram os próprios modelos animais de ansiedade quanto ao 
seu valor preditivo e seu emprego nos testes de novas drogas. Após estudarem 115 
testes propostos na literatura, chegaram à conclusão de que os testes clássicos, 
entre eles o labirinto em cruz elevado (usado em mais de 50% dos estudos) e a 







escolhidos por razões práticas e pela ampla aceitação. Quanto aos novos modelos 
comportamentais propostos, por terem sido pouco usados, seu valor preditivo é 
ainda incerto, dificultando sua adoção como ferramenta. Nesta mesma linha de 
raciocínio, Griebel e Holsboer publicaram uma importante revisão sobre os recentes 
desenvolvimentos de drogas baseadas no antagonismo de receptores para 
neuropeptídios e apontam apenas CRH e AVP como único objeto de estudos 
extensivos, enquanto galanina, substância P, neurocininas e neurotensina ainda não 
foram adequadamente estudados (404). Estes autores reportam sobre os testes 
clínicos de fase II das duas drogas aqui empregadas como antagonistas de CRF1 e 
V1B, mostrando que ambas falharam em pacientes de depressão maior avaliados por 
escalas e comparados com medicamentos correntes. Dentre seus comentários, 
verifica-se que a maior dose empregada em pacientes foi de 250 mg e que esta dose 
não chega a interferir com a resposta secretora de ACTH após desafio com CRH, 
sugerindo a possibilidade de resultados mais positivos, em doses mais elevadas, 
sobre quadros de depressão maior. Os autores comentam ainda, que os modelos 
empregados na fase pré-clínica, como o nado forçado, têm se mostrado pobres 
quando as drogas chegam à fase clínica, fazendo considerações muito semelhantes 
às de Haller e Alicki (403). 
Finalmente, Bouchez e colaboradores, em 2012, publicaram 
resultados que confirmam e estendem nossas observações. Estes autores também 
empregaram simultaneamente o CP154,526 e o SSR149415 para produzir o 
bloqueio do eixo HPA, também através do estresse por nado forçado. Porém, estes 







basolateral, por microdiálise e seus resultados replicaram nossas observações, tais 
como a necessidade do emprego simultâneo das duas drogas (405). Assim, 
confirma-se que os efeitos sobre a secreção de ACTH descritos em nosso estudo 







1- Concluímos que o emprego simultâneo de antagonistas de 
receptores CRF1 e V1B é um método eficaz de impedir a secreção de ACTH 
independentemente do tipo de estresse aplicado; 
2- Ratos assim tratados podem servir de modelo para o estudo de 
respostas comportamentais sem a interferência de hormônios do estresse; 
3- O uso simultâneo de antagonistas CRF1 e V1B não causou 
alterações nos modelos comportamentais de ansiedade; 
4- O uso simultâneo de antagonistas CRF1 e V1B mostrou efeito 
antidepressivo no modelo do nado forçado, mas somente nas mesmas doses em que 
apenas o SSR125543 (antagonista do CRF1) também tem ação antidepressiva (208). 
Assim, podemos afirmar que não houve potenciação pela administração conjunta das 














7.1 Anexo 01: Outros Experimentos e Resultados 
Neste anexo serão apresentados todos os experimentos e resultados 
obtidos durante o desenvolvimento da tese com a intenção de bloquear o eixo HPA 
com melhor eficiência e por maior tempo, uma vez que o objetivo original do trabalho 
foi interromper a síntese de CRH, hormônio que inicia a cadeia de eventos 
envolvidos na resposta hormonal ao estresse. Este hormônio estimula 
especificamente a liberação de ACTH pela hipófise que, por sua vez, segue pela 
corrente sanguínea até a suprarrenal, estimulando esta a liberar seus hormônios. 
Com o bloqueio da síntese de CRH esperava-se abolir a participação dos hormônios 
deste eixo nos efeitos da privação de sono REM em ratos. 
A proposta original foi aplicar oligonucleotídeos antissense por via 
intracerebroventricular para interromper a síntese de CRH. Para isso, a 
administração do oligonucleotídeo seria feita por incorporação em lipossomo, uma 
vez que a literatura reporta efeitos adversos da aplicação direta deste composto no 
meio ventricular, além de este estar mais exposto à ação de nucleotidases. 
Alternativamente, a modificação química do oligonucleotídeo por fosforotioação 
dificulta a degradação enzimática, mas acarreta perda da especificidade e eficiência 
no bloqueio da transcrição gênica. 
A fim de determinar se o simples tratamento com oligonucleotídeo 
antissense fosforotioado (P-ODN) seria capaz produzir satisfatoriamente os efeitos 







Para este piloto, foram utilizados 16 ratos machos Wistar, pesando 
em torno de 260g. Estes animais foram divididos em 3 grupos, a saber: controle (5), 
terceiro ventrículo (5) e ventrículo lateral (6). 
Todos os 16 animais foram submetidos à cirurgia estereotáxica para 
implantação de cânula-guia obedecendo as seguintes coordenadas (406): 
- Terceiro ventrículo  
Lateral = zero 
Anterior Bregma = - 1,8 
Profundidade = - 7,8  
Cânula = 1,6cm 
 
- Ventrículo lateral 
Lateral = - 1,4 
Anterior Bregma = - 1,0 
Profundidade = - 3,5 








Cinco dias após a implantação, usando uma seringa Hamilton de 25 
µl, conectada com um tubo de polietileno, a uma agulha gengival previamente 
preparada no tamanho da cânula + 0,5 mm; uma solução de 5 µl de volume 
contendo 50 µg do P-ODN (5’AGC CGC ATG TTT AGG GGC3’ - Invitrogen), foi 
administrada intracerebroventricularmente em cada animal. O tempo de injeção foi 
de 30segundos e a agulha permaneceu dentro da cânula por um período adicional 
de 30segundos, para evitar que o P-ODN refluísse pela mesma. Os animais 
receberam 2 doses de P-ODN com um intervalo de 12 horas entre cada dose, 
segundo protocolo descrito por (407-409). Animais controles receberam cânulas-guia 
no terceiro ventrículo e 5 µl de água tratada por Dietil-ditio-carbamato (DEPC – 
agente inibidor de RNAses) nas mesmas condições dos animais experimentais. 
Doze horas após a última injeção de P-ODN, todos os animais foram 
expostos a 1minuto de vapor de éter. A meia hora da exposição, os animais foram 
anestesiados em éter e 3 ml de sangue coletado por punção cardíaca. 
As seringas para a coleta do sangue continham 0,4 ml de EDTA 
gelado (solução de 60 mg/ml de salina). O sangue coletado foi mantido em gelo até o 
momento da centrifugação que se deu a 40C, 2300 rpm por 20 minutos. O plasma foi 
separado, estocado em freezer –800C e transportado em gelo seco até o local da 
dosagem de ACTH. O bloqueio da resposta de ACTH refletiria a falta de CRH 







A dosagem de ACTH foi realizada pelo método de quimioluminescência no 
Departamento de Hormônios do laboratório CDB, apresentando os seguintes 
resultados (Figura 1). 
Dosagem de ACTH em ratos tratados com Salina,
ODN-fosforotioado no terceiro ventrículo e ventrículo lateral















Anexo Figura 1 - Concentração plasmática de ACTH, expressa em pg/ml, de ratos que foram injetados 
com oligonucleotídeo no terceiro ventrículo e ventrículo lateral. 
Os resultados apontam para um aumento na secreção de ACTH de 
até 88% (ventrículo lateral) sobre a concentração média observada, no grupo 
controle, tratado com veículo. Os animais injetados no terceiro ventrículo 
apresentaram aumento de cerca de 47% na concentração de ACTH plasmático. 
Estes resultados apontam para uma maior resposta de ACTH nos animais tratados 
com P-ODN do que seus controles injetados com água DEPC, contrariando a 
expectativa. 
Uma possível explicação para este resultado baseia-se na ação 







comportamento inesperado, sugestivo de ação tóxica do P-ODN (convulsões, etc.), 
não se pode descartar a possibilidade de este tratamento ter causado agressão aos 
tecidos periventriculares e assim, levar a resultados também inespecíficos. Ainda, os 
efeitos da administração do P-ODN, no ventrículo lateral, parecem ter sido mais 
severos que os observados pela administração no terceiro ventrículo, sugerindo que 
a permanência do composto no sistema ventricular é mais duradoura por esta via, 
recomendando seu uso. 
Para o prosseguimento deste estudo, três alternativas foram postas 
em discussão: (1) a repetição deste protocolo, (2) o emprego de ODN não 
modificado, ou ainda (3) desenvolver a preparação lipossomal. 
Conforme o discutido em reunião, optou-se por repetir o protocolo 
usando agora um controle mais adequado, antissense scrambled, com a seguinte 
sequencia de bases: 5’ GCA TGA AGG CGC GCG TTT 3’. Como os efeitos da 
administração do P-ODN no ventrículo lateral parecem ter sido mais severos que os 
observados pela administração no terceiro ventrículo, concluiu-se mais adequado 
usar esta via de administração. 
Para o experimento foram utilizados 26 ratos machos Wistar, 
pesando em torno de 260g, que foram divididos em 3 grupos, a saber: controle com 
salina (9), controle com scrambled ODN-EC (9) e antissense ODN-EC (8). O 
protocolo seguiu as mesmas condições do experimento anterior. Os resultados 
(Figura 2) continuaram apontando para um aumento na secreção de ACTH tornando 







empregado. Não descartando ainda, a possibilidade de este tratamento ter causado 
agressão ao tecido periventricular levando a resultados também inespecíficos. 
Dosagem de ACTH em ratos tratados
com Salina, Scrambled ODN-EC e
Antisense-ODN-EC















Anexo Figura 2 - Concentração plasmática de ACTH, expressa em pg/ml, de ratos injetados no 
ventrículo lateral com salina, ODN scrambled e Antissense ODN. 
Este projeto tornou-se inviável devido a 2 fatores: tempo de 
importação do antissense (para esses 2 experimentos, entre produção dos ODNs e 
importação, levou-se 1 ano) e custo. De acordo com os artigos estudados, nota-se 
que os autores que empregaram antissense em seus trabalhos possuem um 
laboratório de síntese e sequenciamento de bases em estreita colaboração, ou 
mesmo vizinho ao seu, o que facilita todo o desenvolvimento do estudo. Sendo 
assim, a ideia de usar antissense como bloqueador do eixo HPA foi posta de lado. 
Na busca de métodos alternativos para o bloqueio do eixo HPA, 







receptor CRF2 - Astressina 2B e outra não peptídica, da Pfizer, bloqueadora do 
receptor CRF1 - CP154,526. A Astressina 2B da Sigma foi importada. Uma amostra 
do CP154,526 foi cedida através de contato feito com uma pesquisadora da Pfizer 
(USA) Dr. Patricia A. Seymour, que participou do desenvolvimento da droga 
experimental e escreveu uma longa revisão sobre a qual baseamos nossos 
protocolos (372). 
Para o experimento com Astressina 2B, 12 animais foram 
submetidos à cirurgia estereotáxica para implantação de cânula-guia no ventrículo 
lateral obedecendo às coordenadas já mencionadas. 
Uma semana após a cirurgia, os animais foram divididos em 2 
grupos que receberam, via intracerebroventricular nas mesmas condições do 
experimento anterior, veículo (6) e 5µg de Astressina 2B por rato (6); uma hora após 
a administração da droga, os animais foram submetidos a 1 minuto de estresse por 
inalação de vapor de éter e meia hora depois, decapitação para coleta de sangue e 
posterior dosagem de ACTH. 
Um experimento de controle do estresse foi realizado, provando que 
o éter como agente estressante é realmente eficaz (Figura 3). A concentração de 







[ACTH] pg/ml 30 minutos após inalação de vapor de éter













Anexo Figura 3 - Concentração plasmática de ACTH, expressa em pg/ml, de ratos submetidos ao 
estresse por inalação de vapor de éter por 1 minuto e controle.  















Anexo Figura 4 - Concentração plasmática de ACTH, expressa em pg/ml, de ratos injetados no 
ventrículo lateral com astressina 2B. 
Com base na revisão citada acima, vários experimentos com 
CP154,526 e SSR149415, e posteriormente com a associação de SSR149415 e 
SSR125543, foram realizados como já descrito no corpo da tese, mostrando a 







Sendo assim, o passo seguinte seria avaliar os efeitos da 
administração contínua das drogas em questão, por meio de bombas osmóticas de 
infusão (Alzet®) implantadas no subcutâneo de ratos. 
De posse das bombas, realizou-se uma investigação da literatura 
para estimar qual seria a concentração mínima, mais adequada das drogas, a ser 
colocada na câmara interna das bombas, que pudesse manter o eixo bloqueado por 
7 dias a uma taxa de liberação de 10 µl/h, referência da bomba adquirida. Nada foi 
encontrado sobre a farmacocinética das drogas da Sanofi-Aventis, exceto sobre o 
CP154,526, que foi posto de lado já que o SSR125543 mostrou ser melhor em 
manter o bloqueio do eixo por mais tempo. Em uma estimativa grosseira concluiu-se 
que a quantidade necessária destas drogas seria muito grande e o montante 
fornecido pela Sanofi-Aventis não seria suficiente para realizar experimentos 
exploratórios. Portanto, a melhor estratégia envolveria a determinação das 
concentrações plasmáticas das drogas empregadas e para isso, seria preciso a 
colaboração de um laboratório especializado neste tipo de procedimento. Neste 
sentido, contatou-se o laboratório de bioequivalência da AFIP. Na ocasião a Dra. 
Lucildes Pita Mercuri do Departamento de Química Analítica da Unifesp, Campus 
Diadema, passou a colaborar com desenvolvimento deste trabalho. A professora 
Lucildes atuou em colaboração com o Dr. Jivaldo do Rosário Matos, responsável 
pelo Laboratório de Análise Térmogravimétrica do Instituto de Química da USP, nos 
estudos de síntese e caracterização físico-química das sílicas nanoestruturadas, na 
ocasião noticiadas pela FAPESP como possível novo método de veiculação de 







Lucildes, esta nos trouxe a ideia de tentarmos usar a sílica nanoestruturada SBA-15 
como veículo para estas drogas, como alternativa às bombas. A sílica pode oferecer 
a vantagem de ser mais barata, apropriada para o uso humano e demandar menores 
quantidades das drogas nesta fase inicial. 
7.1.1 Considerações gerais sobre as Sílicas Mesoporosas 
Altamente Ordenadas (SMAOs): 
Sólidos nanoporosos são comumente utilizados como adsorventes, 
catalisadores e suportes catalíticos. De acordo com a IUPAC, os materiais porosos 
são divididos em três grandes grupos: macroporos (poros > 50 nm), mesoporos 
(poros entre 2 e 50 nm) e microporos (poros < 2 nm) (410). 
Os alumino-silicatos podem ser amorfos ou ordenados – com 
estrutura micro ou mesoporosa. Os alumino-silicatos cristalinos microporosos são 
denominados zeólitas (411), e são consideradas adsorventes naturais, apresentam 
estrutura composta por canais com dimensões muito reduzidas, em estrutura 
semelhante a uma colméia (412). Na década de 50, as zeólitas ácidas foram os 
primeiros sólidos microporosos utilizados em escala industrial, a sua seletividade de 
forma é um dos principais fatores para o seu sucesso como catalisadores, pois 
apenas os substratos que conseguem penetrar no sistema poroso são 
transformados, daí a propriedade que justifica o termo peneira molecular. 
O sistema de poros das zeólitas é determinado pela estrutura 







limitação na aplicação de peneiras moleculares microporosas em processo de 
catálise ou adsorção de moléculas, com diâmetros cinéticos maiores que 0,8 nm, tem 
levado à busca de sólidos com estrutura mesoporosa (413). 
A descoberta recente de materiais com mesoporos altamente 
ordenados criou novas perspectivas no desenvolvimento de materiais mais 
eficientes. As SMAOs despertaram o interesse da comunidade científica a partir da 
descoberta da família de peneiras moleculares denominadas M41S, no início da 
década de 90 pela empresa Mobil. Estes materiais alumino-silicatos mesoporosos, 
com tamanhos de poros na faixa de 2 a 10 nm, ultrapassaram a barreira do tamanho 
de poros das zeólitas microporosas. As áreas superficiais extremamente altas (>1000 
m2g-1) e o refinamento do tamanho dos poros estão entre as muitas propriedades 
desejáveis, tornando-as alvo de grande interesse em diversas áreas do 
conhecimento (414, 415). 
No contexto atual das peneira moleculares mesoporosas, três 
materiais, obtidos por diferentes métodos de síntese, vêm sendo preferencialmente 
estudados. O primeiro faz parte da família de peneiras moleculares denominadas 
M41S, citado anteriormente, que inclui a peneira molecular MCM-41 (com arranjo 
hexagonal), MCM-48 (com organização cúbica) e a MCM-50 (com estrutura lamelar). 
Os materiais deste segundo grupo são estruturas denominadas HMS e MSU, as 
quais apresentam canais cilíndricos na forma de “caminhos de minhoca”, porém, não 
são paralelos como a MCM-41 e finalmente, o terceiro grupo denominado SBA-15 







Dentre as peneiras moleculares citadas anteriormente, a MCM-41, 
representada na Figura 5, é a mais estudada devido à facilidade de síntese quando 
comparada a outras como a MCM-48 (415). 
 
Anexo Figura 5 - Sólido mesoporoso MCM-41 com poros preenchidos com agente direcionador de 
estrutura (403). 
As sílicas M41S trouxeram uma nova abordagem para os 
procedimentos de síntese de materiais onde, ao invés do uso de moléculas simples 
como template, emprega-se a auto-interação de agregados moleculares ou as 
interações supramoleculares como agentes direcionadores de estrutura. Melhorias 
nas sínteses, realizadas por Stucky e colaboradores, levaram a um importante 
avanço com o uso de copolímeros triblocos, dando origem às sílicas com poros de 
diâmetro de 5 a 30 nm (414, 416-418).  
Semelhantes às sínteses das zeólitas, moléculas orgânicas 







inorgânico ordenado. Os surfactantes podem ser iônicos, neutros e/ou poliméricos e 
as sínteses, de maneira geral, são processadas sob condições hidrotérmicas (abaixo 
do ponto de ebulição da água). Pode-se resumir a obtenção das SMAOs em três 
etapas principais: a) interação entre o surfactante e a fonte de sílica; b) formação da 
mesofase com a sílica ordenada moldada no surfactante; c) remoção do surfactante. 
A sequencia de síntese da SMAO do tipo SBA-15 envolve as etapas 
de auto-agregação de uma mistura apropriada de sílica e surfactante catiônico ou 
neutro numa estrutura hexagonal, a remoção do surfactante por calcinação 
controlada a 540°C ou por extração com solvente que resulta em materiais exibindo 
mesoporos uniformes hexagonalmente ordenados (2-10 nm) e área superficial 
elevada (cerca de 1000 m2g-1). 
7.1.1.1 Sílica SBA-15 
Este material foi descoberto pela Universidade de Santa Barbara em 
1998 e por isso foi denominado de SBA-15 (416). A sílica SBA-15 apresenta 
diâmetro de poro de aproximadamente 10 nm, alta estabilidade hidrotérmica, térmica 
e mecânica, elevadas áreas superficiais (700 a 1000 m2g-1) e consideráveis volumes 
de poros (1 cm3g-1) (414, 419). 
Em razão da sua mesoporosidade elevada e poros ordenados 
hexagonalmente, em forma de canais de longo alcance, a sílica SBA-15 poderá 







para a difusão na remoção de produtos, destacando-se para aplicação em diversos 
campos tecnológicos (420, 421). 
Estes materiais podem ser aplicados como adsorventes, peneiras 
moleculares, suportes catalíticos, catalisadores, hospedeiros, molde para nano-
objetos e nanoestruturas, meio de imobilização/encapsulação de biomoléculas e 
sistemas para fixação e liberação controlada de fármacos (414, 419). 
Em comparação a outras SMAOs, a sílica SBA-15 apresenta 
diâmetro maior e parede mais espessas que a MCM-41, tornando-a mais estável 
termicamente (411). 
A SBA-15, que não é tóxica mostrou, em testes com camundongos, 
ter potencial para auxiliar na indução dos mecanismos de defesa do organismo 
quando administrada em associação com vacinas, melhorando a resposta de 
indivíduos que produzem pouco anticorpo (422). 
A síntese da sílica SBA-15 é relativamente simples. A partir de um 
agente direcionador de estrutura em presença de uma solução ácida, ocorre a 
formação da fase cristal-líquido com o aparecimento dos canais hexagonais de longo 
alcance. A adição da fonte de sílica à mistura conduz à precipitação e polimerização 
da sílica na estrutura polimérica. O procedimento de síntese publicado sobre este 
material relata que foram utilizados, sob condições ácidas, o Pluronic 123 
[(EO)20(PO)70(EO)20] como surfactante e o tetraetilortosilicato (TEOS) como fonte de 







ocorra a modelação e estabilização da estrutura da sílica (423). Em seguida, a 
lavagem com água destilada remove o excesso do agente direcionador de estrutura. 
A finalização desta síntese é a calcinação do material que remove completamente o 
surfactante, aumentando o espaço interno dos canais hexagonais conforme mostra a 
Figura 6. 
 
Anexo Figura 6 - Sequência da remoção do surfactante, via calcinação, destacando a primeira etapa 
sob atmosfera de N2, e a segunda, sob atmosfera de ar (416). 
A calcinação ocorre em duas etapas. A primeira sob atmosfera de 
nitrogênio até 540°C, a uma razão de aquecimento de 1 a 2°C por minuto, durante 5 
horas. Na segunda é mantida uma isoterma a 540°C, sob atmosfera de ar, por 







material ocorre por meio de um processo endotérmico, sob atmosfera de nitrogênio, 
no qual acontece a volatilização e/ou carbonização do mesmo, sem aumentar a 
temperatura local. A presença da atmosfera de nitrogênio não permite a queima do 
carbono rapidamente, evitando assim, um colapso na estrutura do material. Por esta 
razão, utiliza-se a atmosfera de nitrogênio durante a primeira etapa do processo de 
calcinação. 
A remoção do surfactante, por calcinação, conduz ao aparecimento 
das estruturas de sílica, apresentando um arranjo de poros com altíssimo grau de 
ordenação e estreita distribuição de tamanhos, os quais podem ser ajustados, 
juntamente com a espessura da parede dos poros, em função do tipo e tamanho da 
cadeia do surfactante e das condições de síntese. A estrutura da SBA-15 e seus 
canais hexagonais de longo alcance estão representados na Figura 7. 
 








A remoção do surfactante que se encontra nos poros do material, por 
calcinação ou extração por solvente, origina os grupos silanóis-OH, que atuam como 
pontos de ancoragem durante o processo de funcionalização. A concentração 
desses grupos varia de acordo com o processo de remoção do surfactante (411). 
7.1.2   Caracterização das SMAOs 
Algumas técnicas físico-químicas e analíticas têm sido empregadas 
na monitoração da síntese e caracterização das estruturas de materiais 
mesoporosos ordenados. As principais são: 
a) Difração de raios X a baixo ângulo (SAXS). A técnica de 
difratometria de raios X identifica e estuda, em âmbito geral, a estrutura cristalina dos 
materiais. Os difratogramas são amplamente utilizados e permitem identificar 
características qualitativas a respeito da estrutura cristalina das SMAOs. A Figura 8 
apresenta o difratograma de raios X de amostras de sílica SBA-15. Neste exemplo, 
pode-se observar a presença das indexações de 100, 110, 200 e 210 que são 









Anexo Figura 8 - Difratograma de raios X típico de amostra da sílica SBA-15. 
b) Medidas de adsorção de nitrogênio (ISN). As medidas de 
adsorção permitem a obtenção das isotermas de adsorção, a determinação da área 
superficial específica total, do volume de poros e da distribuição de tamanho de 
poros do material. Antes das medidas de adsorção, as amostras são submetidas à 
degaseificação sob pressão, reduzida à temperatura de 200°C, durante 2 horas. As 
isotermas de adsorção e dessorção são medidas a 196°C negativos, sobre um 
intervalo de pressão relativa de 10-6 a 0.995, utilizando nitrogênio. A Figura 9 mostra 
as isortermas de adsorção e dessorção de nitrogênio de amostras de sílica SBA-15. 
De acordo com a classificação da IUPAC, estas isotermas pertencem ao tipo IV, 








Anexo Figura 9 - Isotermas de adsorção de N2 características de amostras da sílica SBA-15. 
c) Microscopia Eletrônica de Transmissão (TEM). Esta técnica 
possibilita visualizar e avaliar a estrutura dos poros ordenados hexagonalmente. O 
microscópio eletrônico de transmissão permite observar o interior dos materiais e 
identificar uma micro-estrutura utilizando a imagem obtida em alta resolução, quando 
é possível observar planos cristalográficos (413). 
Este equipamento é composto por sistemas de iluminação, formação 
e projeção da imagem. A imagem, que pode ser observada, reproduz a distribuição 







resolução são de grande interesse, uma vez que é possível visualizar imagens de 
rede cristalina e assim, estimar a estrutura cristalográfica do material. 
A combinação das técnicas de difração de raios X, microscopia de 
transmissão eletrônica (e varredura, como a da Figura 10) e medidas de adsorção 
permitem obter informações sobre a morfologia da estrutura, distribuição e tamanho 
dos poros, a área superficial e propriedades superficiais dos materiais. Estas 
técnicas foram utilizadas com sucesso na monitoração estrutural de peneiras 
moleculares mesoporosas (426). 
 
Anexo Figura 10 - Micrografia eletrônica de varredura da sílica SBA-15 (Revista FAPESP - Setembro de 
2006). 
De posse dessas informações, pensou-se que talvez a sílica fosse 
uma alternativa viável para veicular as drogas. Se a sílica mesoporosa for capaz de 
incorporar as drogas e liberá-las de forma lenta, viabilizaria o uso de doses absolutas 
menores e evitaria o desperdício representado pela sobra de drogas nas bombas 







do Dr. Jivaldo do Rosário Matos. Os primeiros testes com o SSR125543 e o 
SSR149415 foram realizados empregando as seguintes técnicas termoanalíticas: 
termogravimetria (TG) / termogravimetria derivada (DTG) e calorimetria exploratória 
diferencial (DSC). Com o resultado desses testes foi possível avaliar a estabilidade 
térmica das drogas, após encapsulação, e estimar a quantidade do material presente 
no interior dos mesoporos da sílica, para posterior teste biológico. 
7.2 Estudos termoanalíticos 
(A) Termogravimetria (TG)/Termogravimetria Derivada (DTG) - A 
Termogravimetria é uma técnica de análise térmica em que a variação da massa da 
amostra (perda ou ganho) é determinada como uma função da temperatura e/ou 
tempo, enquanto a amostra é submetida a uma programação controlada de 
temperatura. Esta técnica possibilita conhecer, com detalhes, as alterações que o 
aquecimento pode provocar na massa das substâncias e estabelecer a faixa de 
temperatura em que essas adquirem composição química definida ou quando as 
drogas começam a se decompor (dados importantes em operações analíticas), além 
de acompanhar o andamento de reações de desidratação, oxidação (combustão), 
decomposição, etc. A TG pode ser classificada em: isotérmica, quase-isotérmica e 
dinâmica. Na TG isotérmica, a massa da amostra é registrada como uma função de 
tempo à temperatura constante. Na TG quase-isotérmica, a amostra é aquecida até 
massa constante e, finalmente, na TG dinâmica há um acompanhamento das 
variações de massa sofridas pela amostra em função da temperatura, quando esta é 







A avaliação das variações na massa de um material em função da 
temperatura é realizada por termobalança, que deve permitir o trabalho sob as mais 
variadas condições experimentais. As curvas geradas possibilitam obter informações 
quanto à estabilidade térmica da amostra, composição e estabilidade dos compostos 
intermediários e produto final. 
No método termogravimétrico convencional ou dinâmico são 
registradas as curvas de massa da amostra (m) em função da temperatura (T) ou do 
tempo (t), ou seja: m = f(T ou t). 
Nessas curvas, os degraus obtidos em relação ao eixo de ordenadas 
correspondem às variações de massa sofridas pela amostra e permitem obter dados 
que podem ser utilizados com finalidades quantitativas. 
A termogravimetria derivada (DTG) é o registro da curva TG, na qual 
se deriva a massa em relação ao tempo (dm/dt), em função da temperatura ou do 
tempo, ou seja: Dm/dt=f(T ou t) 
Desta maneira, são obtidas curvas que correspondem à derivada 
primeira da curva TG e nas quais os degraus observados são substituídos por picos 
que delimitam áreas proporcionais às alterações de massa sofridas pela amostra. A 
curva DTG apresenta as informações de uma forma visualmente mais acessível 
(maior resolução), além de permitir com base na altura do pico, a qualquer 







a pronta determinação da temperatura do pico máximo (Tmáx.), onde ∆m ocorre mais 
rapidamente. 
(B) Calorimetria Exploratória Diferencial (DSC) - Calorimetria 
exploratória diferencial é a técnica pela qual se mede a diferença de energia 
fornecida à substância e a um material de referência, termicamente inerte em função 
da temperatura, enquanto a substância e a referência são submetidas a uma 
programação controlada de temperatura (428). A DSC é uma técnica derivada da 
DTA, por isso, são consideradas técnicas semelhantes e complementares (429), que 
permitem avaliar as variações entálpicas que ocorrem com uma dada substância, 
durante um processo de aquecimento ou resfriamento. A palavra “diferencial” 
enfatiza as medidas que envolvem tanto a própria substância como o material de 
referência, que deve ser termicamente estável. A definição formal dessas duas 
técnicas foi aprovada pela IUPAC (429, 430). 
O DTA nos fornece dados qualitativos de variações de entalpia e 
permite executar trabalhos em faixas de temperatura superiores a 1000oC. Porém, o 
DSC, pelo seu próprio refinamento, possibilita acompanhar e obter dados 
quantitativos, quanto às alterações físicas ou químicas da amostra, tais como: 
mudança de estado físico (fusão, ebulição, etc), transições de fase (modificações na 
estrutura cristalina) ou reações de desidratação, de decomposição, de oxi-redução, 
etc (427), no entanto, a temperatura de operação da célula não excede 725oC. 
Pode-se dizer que, dentro dos limites operacionais de temperatura, a 







quantitativas de um dado material em relação à quantidade de calor envolvida nos 
processos, caracterizando, com isso, o seu emprego em diversos estudos, 
envolvendo diferentes tipos de sistemas. A Figura 11 exemplifica estes 
experimentos. 
 
Anexo Figura 11 - Curva DSC do padrão de colesterol, obtida na célula DSC de fluxo de calor, sob 
atmosfera dinâmica de N2 e razão de aquecimento e resfriamento de 10ºC/min. 
As curvas TG/DTG, das amostras das drogas em questão foram 
obtidas utilizando uma termobalança TGA-50, marca Shimadzu, sob as seguintes 
condições experimentais: faixa de temperatura ambiente até 900°C, na razão de 
aquecimento de 10°C/min, sob atmosfera dinâmica de ar (vazão de 50 mL/min) e 







As curvas DSC foram obtidas utilizando a célula DSC50, da marca 
Shimadzu, da temperatura ambiente até 900°C, na razão de aquecimento de 
10°C/min, sob atmosfera dinâmica de N2 (vazão de 100 mL/min) e cadinho de Al 
parcialmente fechado, contendo massa de amostra entre 1,5 e 2 mg. 
7.3 Resultados do Estudo termoanalítico 
A Figura 12 mostra a sobreposição das curvas TG/DTG e DSC da 
amostra SSR125543. As curvas TG/DTG não mostram perda de massa entre 25 e 
145oC, evidenciando que a amostra é estável termicamente até 145°C. Entre 145 e 
650oC apresentam quatro etapas bem definidas de perda de massa, características 
da decomposição térmica da substância. A primeira etapa de perda de massa é 2,1% 
e ocorre entre 145 e 207°C. A segunda etapa ocorre entre 207 a 323°C e 
corresponde a uma perda de massa de 30,2%. Na terceira etapa, a perda de massa 
de 31,0% e ocorre entre 323 até 452°C. E a última etapa ocorre entre 452 e 640oC, 
com perda de massa de 36,6%. As curvas TG/DTG mostram perda de massa total 
(100%) em até 650oC. A curva DSC mostra um evento endotérmico (Tpico = 163,4oC), 
provavelmente, devido a fusão do material que imediatamente se decompõe 
termicamente. O processo de decomposição térmica é caracterizado por três eventos 
sequenciados até 470oC; o primeiro é exotérmico (Tpico = 171,5oC), seguidos de um 








Anexo Figura 12 - Curvas TG/DTG e DSC obtidas a 10oC/minuto da amostra SSR125543. 
A Figura 13 mostra a sobreposição das curvas TG/DTG e DSC da 
amostra SSR149415. As curvas TG/DTG mostram perda de massa (∆m = 3,4%) 
desde a temperatura ambiente até 74oC, devido à eliminação de água de umidade ou 
superficial. Entre 74 e 230oC não ocorre variação de massa, indicando que o material 
é estável termicamente nesta faixa de temperatura. Entre 230 e 650oC ocorrem duas 
etapas de perdas de massa bem definidas. Na primeira a ∆m = 50,5% e ocorre entre 
230 e 370oC e na segunda ocorre entre 370 e 650oC com ∆m = 45,9%. A curva DSC 
mostra um evento endotérmico (Tpico = 51oC) devido à eliminação de água. O 
segundo evento térmico, também endotémico, ocorre entre 115 e 138oC (Tpico = 
130,3oC) é devido à fusão do material, visto que nessa  faixa de temperatura as 







decomposição térmica do fármaco é caracterizada por dois eventos consecutivos o 
primeiro é endotérmico (Tpico = 288) e o segundo exotérmico (Tpico = 392oC). 
 
Anexo Figura 13 - Curvas TG/DTG e DSC obtidas a 10oC/minuto da amostra SSR149415. 
Os resultados obtidos neste estudo calorimétrico permitiram avaliar o 
comportamento das drogas SSR, quando em contato com a sílica mesoporosa. A 
associação destes sais com a sílica altera os perfis calorimétricos, de modo a indicar 
se tal associação se dá na superfície externa da sílica ou na estrutura mesoporosa. 
Permitiu saber qual o conteúdo final do sal por unidade de massa da associação, 
para que se possa administrar a dose necessária da droga. 
Nos estudos seguintes pretendeu-se encapsular as drogas na sílica 







acima. Se fosse necessário, a funcionalização da SBA – 15 seria feita para permitir a 
associação adequada das drogas à sílica. Após esta fase, realizaram-se testes 
biológicos para determinar o regime de administração das drogas para obter o 
bloqueio prolongado do eixo HPA, como desejado. 
Desde 2001, materiais a base de sílica como a SBA-15 e MCM-48 e 
seu precursor MCM-41, têm sido amplamente estudados e sua aplicação discutida 
como carreadores de drogas (431) e sistemas controlados de liberação não só de 
drogas, como também de genes e neuro transmissores (432, 433). Já se sabe que a 
taxa de liberação de drogas incorporadas à sílica é diretamente proporcional ao 
tamanho de seu poro (434, 435). Quanto maior o tamanho do poro, menor seu 
preenchimento e maior a taxa de liberação da droga. Estudos realizados com 
doxorubicina, uma droga anticancer, demonstraram que quanto maior o tempo de 
maturação (ageing time) da preparação, maior a adsorsão da droga na sílica e menor 
sua taxa de liberação (436). 
A funcionalização da sílica mesoporosa SBA-15 com amina permitiu 
seu preenchimento com albumina bovina (BSA) e a posterior encapsulação deste 
complexo com uma fina camada de ácido poliacrílico, mostrou ser um eficiente 
sistema de liberação de drogas proteicas, em ambientes com alto valor de pH, como 
no intestino delgado e no cólon (437). Em outro grupo, a funcionalização da 
superfície da SBA-15 com MgO, tornando-a mais alcalina, demonstrou em teste in 
vitro, sua capacidade em diminuir significativamente a taxa de liberação do 







alcalinizada, apenas 63% do ibuprofeno tinha sido liberado. Já com a sílica pura, nas 
mesmas condições, em 1 hora os poros da SBA-15 já estavam vazios. A superfície 
alcalina da sílica tem grande afinidade com as moléculas do ácido ibuprofeno, 
retardando sua liberação da matriz mesoporosa. Sendo assim, a taxa de liberação do 
ibuprofeno pode ser modulada pela quantidade de MgO na superfície da matriz. Isto 
é, quanto mais MgO, mais lenta a liberação da droga (438). A modificação da 
superfície da sílica MCM-41 por trimetilsilil (TMS), também pode modular a taxa de 
liberação do ibuprofeno (439). 
Alguns tipos de sílica, entre elas a SBA-15, tiveram testada sua 
capacidade de liberação de drogas por via oral. A droga de escolha para o teste foi 
novamente o Ibuprofeno. A capacidade máxima encapsulação e a liberação lenta da 
droga têm como principal fator limitante o volume do poro mesoporoso. A SBA-15 foi 
o material que apresentou maior capacidade de encapsulação do ibuprofeno na 
proporção de 1:1 peso da droga e tamanho do poro, portanto maior eficiência na 
liberação gradual da droga (440). 
Seguindo esta mesma linha de raciocínio, pode-se dizer que o 
tamanho do poro do sólido mesoporoso e a afinidade da droga pela superfície da 
sílica, são fatores que impõem limite à liberação lenta de drogas. Neste sentido, 
existem diversos estudos em que se procura modificar protocolos para melhor 
modular a liberação de drogas, funcionalizando a sílica e modificando o tamanho de 







A fim de obter o bloqueio do eixo HPA por um período maior que 12 
horas, realizaram-se 4 experimentos de estresse seguidos, quando possível, pela 
análise termogravimétrica cabível a cada procedimento. Segue abaixo a descrição de 
cada experimento: 
7.3.1 Experimento 1 
As drogas SSR149415 e SSR125543 foram incorporadas à sílica 
SBA-15. Quatro grupos de 8 ratos machos Wistar pesando em torno de 300g, foram 
mantidos no biotério, com água e comida à disposição, por 15 dias antes do 
experimento para que estes pudessem se habituar à manipulação e assim minimizar 
tal estresse. 
Tomando por base a proporção de 1:3 em peso (1 de droga e 3 de 
sílica), consideramos que um quarto do peso da mistura seria correspondente à 
droga; sendo assim, os cálculos foram feitos de modo que obtivéssemos uma dose 
de 30 mg/kg de peso de rato de cada uma das drogas. No dia do experimento as 
drogas foram preparadas em um espessante – carboximetilcelulose 7% p/v, para 
formar uma mistura homogênea passível de ser injetada no dorso subcutâneo dos 
animais. 
Os 4 grupos foram divididos da seguinte forma: 
Grupo 1 – Animais que receberam droga 6 horas antes de serem 







Grupo 2 – Animais que receberam veículo (carboximetilcelulose + 
SBA-15) 6 horas antes de serem submetidos ao estresse da natação; 
Grupo 3 – Animais que receberam veículo e permaneceram na caixa 
durante as 6 horas antes de serem decapitados; 
Grupo 4 – Animais que receberam droga 12 horas antes de serem 
submetidos ao estresse da natação. 
Nos experimentos que avaliaram a ação das drogas no estresse 
aplicado 6 horas após a administração, o protocolo ocorre da seguinte forma: 
Injeção, 5h e 40min após a injeção, natação por 5min, 15min depois do estresse, 
decapitação para coleta de sangue e posterior dosagem de ACTH. Nos experimentos 
de 12 horas seguimos a mesma conduta, apenas prolongando o tempo depois da 
injeção para 11h e 40min. Sendo assim, seguem abaixo os resultados da dosagem 

























Anexo Figura 14 - Gráfico de barra  com a dosagem de ACTH pg/ml do plasma de ratos injetados com as 
drogas SSR149415 e SSR125543 em sílica SBA-15, 6 e 12 horas antes de serem submetidos ao estresse 
da natação. 
Como é possível observar na figura 14, não houve diferença 
significativa entre o controle do estresse, após 6 e 12 horas da administração das 
drogas. Este resultado não foi diferente do obtido no experimento em que as drogas 
foram utilizadas sem a sílica, seguindo a mesma escala temporal, ao contrário do 
que se esperava. Devido a este fato, a forma como as drogas foram incorporadas à 
sílica foi avaliada, pois uma dose menor do que 30 mg/kg pode ter sido injetada. 
Constatou-se que houve um erro na preparação.  
As drogas foram dissolvidas em etanol e, a estas se acrescentou a 
SBA-15, que permaneceu em agitação por 24 horas e posterior secagem da mistura, 
sem ser congelada, por um processo de baixa pressão. Depois da agitação, há um 
excedente no volume de etanol, que se sobrepõe à sílica. Este volume sobrenadante 
foi retirado antes da secagem, descartando-se assim uma boa parcela das drogas 







experimento. Uma descrição detalhada da encapsulação das drogas pela sílica será 
feita mais a frente. 
A cada síntese da sílica e posterior incorporação de drogas, a 
caracterização do material, por meio das curvas de termogravimetria, tem que ser 
realizada como forma de comprovação de que a sílica está de acordo com os 
padrões de tamanho de poros e que a droga de fato encontra-se dentro dos alvéolos 
da mesma. Seguem abaixo as curvas de caracterização das amostras utilizadas 
neste experimento. 
 
Anexo Figura 15 - Curvas TG/DTG obtidas a 10oC/minuto sob atmosfera dinâmica das amostras SBA-








Anexo Figura 16 – Curvas TG/DTG obtidas a 10oC/minuto sob atmosfera dinâmica das amostras SBA-
15/SSR149415, SBA-15 e SSR149415. 
 
 
Anexo Figura 17 - Curvas TG/DTG obtidas a 10oC/min sob atmosfera dinâmica das amostras SBA-








Anexo Figura 18 - Curvas TG/DTG obtidas a 10oC/min e sob atmosfera dinâmica das amostras SBA-







Tabela 1 - Dados de perda de massa (∆m) obtidos das curvas TG/DTG das amostras de 
SBA-15, SBA-15/SSR12, SBA-15/SSR14, SSR12 e SSR14. 
 
A Figura 16 demonstra que a droga SSR149415 está presente na 
matriz de SBA-15. Isto pode ser evidenciado pelas duas perdas de massa (Tabela 1) 
entre as temperaturas de 200 a 400ºC e 400 a 800ºC, características do processo de 
decomposição térmica da amostra de SSR14 (Figura 15), porém não observada nas 
curvas TG/DTG da amostra de SBA-15 pura. As perdas de massa observadas nas 
curvas TG/DTG da amostra de SBA-15/SSR14, ocorrem nas mesmas faixas de 
temperatura daquelas observadas para a amostra de SSR14. O valor da ∆m total 
correspondente à decomposição térmica da substância SSR14 na amostra SBA-







Fazendo a proporção para a amostra seca, esse teor é de aproximadamente 28,5%, 
aproximando-se da relação 1:3 (droga/SBA-15) misturada inicialmente. 
A Figura 18 mostra que a droga SSR125543 está presente na matriz 
SBA-15. Isto pode ser evidenciado pelas quatro perdas de massa (Tabela 1) entre as 
temperaturas de 25 a 160ºC, 160-200oC, 200-350ºC e 350 a 800ºC, características 
do processo de decomposição térmica da amostra de SSR12 pura (Figura 17), 
porém não observada nas curvas TG/DTG da amostra de SBA-15 pura. As perdas 
de massa observadas nas curvas TG/DTG da amostra de SBA-15/SSR12 ocorrem 
nas mesmas faixas de temperatura daquelas observadas para a amostra de SSR12. 
Comparado com a amostra SBA-15/SSR14 o teor de umidade (2,86%) é menor, visto 
que a amostra pura SSR12 não absorve água. Por outro lado, a amostra SSR14 pura 
apresenta 2,51% de umidade e isso reflete num teor de umidade (8,09%) maior para 
a amostra SBA-15/SSR14. O valor da ∆m total correspondente à decomposição 
térmica da substância SSR12 na amostra SBA-15/SSR12 é de 34,3% para a amostra 
seca e esse teor se aproxima da relação 1:3 (droga/SBA-15) misturada inicialmente. 
7.3.2 Experimento 2 
Este segundo experimento foi uma repetição do primeiro protocolo de 
estresse. Como a intenção era verificar se as drogas incorporadas à sílica seriam 
capazes de bloquear o eixo HPA por 12 horas ou mais, os grupos de estresse após 6 







Manteve-se a proporção de 1:3 no processo de encapsulação das 
drogas, mas como já comentado, depois do material ter decantado após 24 horas de 
agitação com etanol e SBA-15, o volume sobrenadante de etanol não foi retirado e a 
secagem ocorreu lentamente, sem congelamento, fazendo com que a solução 
ficasse cada vez mais concentrada, favorecendo a incorporação das drogas dentro 
dos alvéolos da sílica.  
Novamente a mistura drogas/SBA-15 foi preparada com 
carboximetilcelulose 7% p/v, no momento da injeção, na dose que agora 
acreditávamos ser realmente de 30 mg/kg. 
Três grupos com 8 ratos machos Wistar pesando em torno de 300g, 
permaneceram 15 dias, antes do experimento de estresse, no biotério com água e 
comida a disposição, sendo divididos da seguinte forma: 
Grupo 1 – Animais que receberam veículo (carboximetilcelulose + 
SBA-15) e permaneceram na caixa durante as 12 horas do experimento até a 
decapitação; 
Grupo 2 – Animais que receberam veículo 12 horas antes de serem 
submetidos ao estresse da natação; 
Grupo 3 – Animais que receberam a preparação com as drogas, em 
































Anexo Figura 19 - Gráfico de barra com a dosagem de ACTH pg/ml do plasma de ratos injetados com as 
drogas SSR149415 e SSR125543 em sílica SBA-15, 12 horas antes de serem submetidos ao estresse da 
natação. *p≤0,05, comparado ao grupo controle e #p≤0,05 comparado ao grupo Drogas + Natação – 12 h. 
Pode-se observar na figura 19, que não houve diferença 
estatisticamente significativa entre o controle dos animas que permaneceram na 
caixa, sem serem submetidos ao estresse, e aqueles que receberam droga 12 horas 
antes da natação. Ambos os grupos 1 e 3 diferem do grupo 2, que recebeu veículo e 
foi submetido à natação. Com base nestes resultados pode-se dizer que a sílica foi 
eficiente em liberar lentamente as drogas e que a dose administrada, após a 
secagem sem a retirada do etanol sobrenadante, foi efetiva em bloquear o eixo HPA 
por até 12 horas. 
Com base nestes resultados, mais dois experimentos foram 
realizados, onde período de 12 horas foi repetido e um grupo com período de 24 
horas e seus respectivos controles acrescentado. Com estes experimentos foi 







bloquear efetivamente o eixo. O protocolo do terceiro experimento será discutido 
mais adiante. Infelizmente, não foi possível realizar a caracterização 
termogravimétrica das amostras dos experimentos 2, 3 e 4 por defeito no 
equipamento. Apenas os dados de análise elementar e infravermelho destes 2 lotes 
da preparação drogas/SBA-15 serão apresentados, referentes ao experimento 2, 3 e 
4. Estes 2 últimos foram realizados com o mesmo lote da preparação. 
7.3.3 Experimento 3 
Este experimento foi uma repetição do anterior com relação ao 
protocolo de estresse. Manteve-se a proporção de 1:3 no processo de encapsulação 
das drogas e o volume sobrenadante de etanol não foi retirado. 
Novamente a mistura drogas/SBA-15 foi preparada com 
carboximetilcelulose 7% p/v, no momento da injeção, na dose de 30 mg/kg. 
Três grupos com 7 ratos machos Wistar, pesando em torno de 300g, 
permaneceram 15 dias, antes do experimento de estresse, no biotério com água e 
comida a disposição, e foram divididos da seguinte forma: 
Grupo 1 – Animais que receberam veículo (carboximetilcelulose + 
SBA-15) e permaneceram na caixa durante as 12 horas do experimento até a 
decapitação; 
Grupo 2 – Animais que receberam veículo 12 horas antes de serem 







Grupo 3 – Animais que receberam a preparação com as drogas, em 
injeção no dorso subcutâneo, 12 horas antes de serem submetidos ao estresse da 
natação. 
SBA15+SSR12+SSR14





















Anexo Figura 20 - Gráfico de barra com a dosagem de ACTH pg/ml do plasma de ratos injetados com as 
drogas SSR149415 e SSR125543 em sílica SBA-15, 12 horas antes de serem submetidos ao estresse da 
natação. *p≤0,05 comparado ao grupo controle/caixa. 
Como é possível notar no gráfico da figura 20, o grupo veículo - 
natação é diferente do controle (veículo - caixa), mas não é significativamente 
diferente do grupo tratado com as drogas. Estatisticamente não há diferença entre o 
grupo tratado e controle. Estes resultados não estão de acordo com o esperado, já 
que no experimento anterior observou-se um claro bloqueio do eixo passadas 12 







7.3.4 Experimento 4 
O protocolo de estresse segue o mesmo padrão dos experimentos 
anteriores. Foi utilizado o mesmo lote da preparação drogas/SBA-15 do experimento 
3; onde novamente, a mistura drogas/SBA-15 foi preparada com carboximetilcelulose 
7% p/v, no momento da injeção 24 horas antes do estresse, na dose de 30 mg/kg. 
Três grupos com 7 ratos machos Wistar pesando em torno de 300g, 
permaneceram 15 dias, antes do experimento de estresse, no biotério com água e 
comida a disposição, sendo divididos da seguinte forma: 
Grupo 1 – Animais que receberam veículo (carboximetilcelulose + 
SBA-15) e permaneceram na caixa durante as 24 horas do experimento até a 
decapitação; 
Grupo 2 – Animais que receberam veículo 24 horas antes de serem 
submetidos ao estresse da natação; 
Grupo 3 – Animais que receberam a preparação com as drogas, em 





























Anexo Figura 21 - Gráfico de barra com a dosagem de ACTH pg/ml do plasma de ratos injetados com as 
drogas SSR149415 e SSR125543 em sílica SBA-15, 24 horas antes de serem submetidos ao estresse da 
natação. *p≤0,05 comparado ao grupo controle/caixa. 
Nota-ser que no gráfico da figura 21, o grupo veículo - natação é 
diferente do controle (veículo - caixa), mas não é significativamente diferente do 
grupo tratado com as drogas. E, novamente, não há diferença estatística entre o 
grupo tratado e controle. Apenas com base na observação do gráfico de dispersão 
(gráfico não apresentado), nota-se que 5 indivíduos, isto é, mais da metade dos 
animais do grupo tratado com drogas, permaneceu dentro da faixa de concentração 
de ACTH em torno de 250 pg/ml, esperada para o bloqueio do eixo. Este resultado 
nos dá o indício de que as drogas podem estar agindo após 24 horas da injeção. O 
que não foi possível observar no experimento 3, apesar de não haver diferença 









Tabela 2 - Resultados da análise elementar dos lotes dos experimentos 2, 3 e 4. 
AMOSTRAS Experimentos %C %H %N 
SBA-15 pura  0,11 0,94 0,01 
SSR125543 
 
62,11 5,68 4,25 
SSR149415 54,98 4,90 6,16 
SBA-15/SSR12 
Exp. 2 
15,21 2,14 1,05 
SBA-15/SSR14 13,89 2,07 0,89 
SBA-15/SSR12 
Exp. 3 e 4 
17,61 1,99 1,19 
SBA-15/SSR14 13,81 1,92 1,50 
Observa-se na Tabela 2, que os dados comparativos dos teores de 
C, H e N indicam a presença relativa de 25 a 28% de SSR12 e SSR14 na SBA-15. 
Este cálculo é feito levando-se em conta que a proporção em massa da sílica e das 
drogas é de 3:1. Para SSR14: 13,89 x 4 = 55,56 que corresponde aproximadamente 
ao conteúdo de carbono da mesma (54,98%). Não havendo uma diferença 
substancial, na composição do material, entre os lotes da preparação drogas/SBA-15 
dos experimentos 2, 3 e 4. No entanto, este resultado não indica se as drogas estão 

























A SBA-15 pura é caracterizada pela presença das bandas de 
estiramento (ν) de 1083 cm-1 atribuídas a ligações Si-O e deformações (δ) de 1630 
cm-1 atribuídas à ligações –OH (Figuras 22 e 23). 
Comparando os espectros das amostras SSR14 e SBA-15/SSR14, 
pode-se dizer que as bandas 1749, 1489, 1422 e 1362 cm-1, características do 
SSR14, confirmam a presença da droga na sílica (Figura 22). O mesmo se dá com 
os espectros das amostras de SSR12 e SBA-15/SSR12, onde a presença das 
bandas 1592, 1499, 1460 e 1311 cm-1 também evidencia a existência do SSR12 na 
sílica (Figura 23). 
A caracterização das amostras de SBA-15/SSR12 e SBA-15/SSR14, 
após as novas condições de encapsulação, pelas técnicas termoanalítica - 
Termogravimetria/Termogravimetria Derivada (TG/DTG) e Calorimetria Exploratória 
Diferencial (DSC), como já comentado, não foram realizadas devido a problemas 
técnicos com o equipamento.  
Alguns problemas com a manipulação dos animais podem ter 
ocorrido durante este experimento. Neste dia, outro grupo de pesquisadores 
trabalhava na sala anexa com serpentes, o predador natural dos ratos. Isto talvez 
pudesse justificar a grande diferença entre os controles/caixa destes dois 
experimentos. 
Outra grande suspeita recai sobre a mudança de lote da preparação 







comparado ao usado no experimento 2. Só a análise termogravimétrica de ambos os 
lotes pode esclarecer esta dúvida. Finalmente, para verificar a eficiência da 
encapsulação das drogas na SBA-15, uma comparação das isotermas de adsorção 
dos diferentes lotes, técnica esta disponível no IPEN-SP, mas cuja execução 
depende de acerto com o técnico responsável, poderia ter sido feita. Adicionalmente, 
a possibilidade de modificar a proporção drogas/SBA-15, seguindo o exemplo citado 
acima, foi avaliada (448). 
Como descrito anteriormente, para a encapsulação das drogas à 
sílica, as amostras de SSR12 e SSR14 foram misturadas separadamente a SBA-15 
pura na proporção de 1:3 em uma solução de etanol absoluto, sob agitação 
constante, por 24 horas. Em seguida, foram deixadas em repouso para decantar. 
Sem nosso conhecimento, após essa etapa, a solução de etanol foi retirada com o 
auxílio de uma pipeta Pasteur, o que representou grave erro, uma vez que as drogas 
são altamente solúveis em etanol, o descarte deste implicou na redução da dosagem 
das drogas que foi administrada nos testes comportamentais. Em seguida o produto 
sólido foi colocado em dessecador, contendo sílica gel, sob pressão reduzida, para a 
eliminação do excesso de etanol e secagem completa do material. Outros erros, 
como o congelamento das amostras no momento da secagem a vácuo, foram 
cometidos pelo laboratório responsável pelo manuseio da sílica nanoestruturada e, 
para que não houvesse mais desperdício das drogas, os procedimentos de 
encapsulação e secagem do material passaram a ser realizado em nosso laboratório. 







fazendo uso das drogas incorporadas à SBA-15 no estresse do nado forçado foi 
realizado e será descrito a seguir.  
Infelizmente tivemos diversos problemas de ordem técnica e prática 
que comprometeram o andamento deste estudo. Finalmente, com a falha destes em 
apresentar as análises termogravimétricas das últimas amostras, fomos obrigados a 
abandonar a colaboração com o laboratório.  
7.3.5 Experimento 5 
O mesmo procedimento dos experimentos anteriores foi empregado. 
Os 3 grupos foram divididos da seguinte forma: 
Grupo 1 – Animais que receberam veículo e permaneceram na caixa 
durante as 12 horas antes de serem decapitados; 
Grupo 2 – Animais que receberam veículo (carboximetilcelulose + 
SBA-15) 12 horas antes de serem submetidos ao estresse da natação; 
Grupo 3 – Animais que receberam droga com seu veículo 12 horas 
antes de serem submetidos ao estresse da natação. 
Neste experimento foi avaliada a ação das drogas no estresse 
aplicado 12 horas após a administração. O protocolo é o mesmo empregado em 
experimentos anteriores, ocorrendo da seguinte forma: injeção, 11h e 40min após a 







sangue e posterior dosagem de ACTH. Seguem abaixo os resultados da dosagem de 
ACTH do plasma dos animais 
SBA15+SSR12+SSR14















Anexo Figura 24 - Gráfico de barras com a dosagem da concentração de ACTH pg/ml do plasma de ratos 
injetados com as drogas SSR125543 e SSR149415 em sílica SBA-15, 12 horas antes de serem submetidos 
ao estresse da natação. Encapsulação e secagem do material realizados no Laboratório de Farmacologia 
do Instituto Butantan. 
Como é possível observar na figura 24, não houve diferença 
significativa entre o controle do estresse, após 12 horas da administração das 
drogas. Este resultado não foi diferente do obtido no experimento em que as drogas 
foram utilizadas sem a sílica, seguindo a mesma escala temporal, ao contrário do 
que se esperava, uma vez que os erros cometidos na preparação da sílica e 
incorporação das drogas foram corrigidos. Sendo assim, conclui-se que, mesmo que 
as drogas tenham sido encapsuladas satisfatoriamente na sílica SBA-15, esta não 
demonstrou ser um bom veículo para liberação lenta de nossas amostras, ou ainda, 







dos testes termogravimétricos poderia indicar se a quantidade de droga adicionada à 
SBA-15 foi saturante ou se seria possível adicionar ainda mais à preparação para 
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stresses. The drug effects lasted less than 6 h.  Conclusion: 
We demonstrated for the first time that simultaneous block-
ade of both vasopressin 1b and CRH-R1 receptors effectively 
abolish the ACTH response to physical and psychological 
stress modalities.  Copyright © 2006 S. Karger AG, Basel 
 Introduction 
 The hormonal response to stress has been considered 
a mechanism to maintain homeostasis after unpleasant 
physical or psychological experiences. Several brain nu-
clei have been implicated in the integration of this re-
sponse with hypothalamic centers playing a pivotal role 
 [1–3] . The beginning of the cascade of events may lie 
among limbic brain structures or brain stem aminergic 
nuclei depending on the nature of the stressor. In spite of 
the controversial origin of the initial steps in the trigger-
ing of the hypothalamo-pituitary-adrenal axis (HPA) re-
sponse, it is well accepted that ACTH is an important 
signal that will start the homeostatic response to stress. 
ACTH released in the bloodstream reaches adrenal glands 
and triggers the release of corticosterone that, in turn, has 
powerful peripheral and central effects that will drive the 
organism towards homeostasis.
 Key Words 
 Stress   Adrenocorticotrophic hormone   
Corticotrophin-releasing hormone   Vasopressin   Forced 
swimming   Restraint   Ether inhalation 
 Abstract 
 Background/Aims: Corticotrophin-releasing hormone 
(CRH), adrenocorticotrophic hormone (ACTH) and corticos-
terone are secreted during stress. These mediators may be 
involved in anxiety, depression and post-traumatic stress 
disorder, therefore antagonists have been developed to 
treat such conditions.  Methods: The non-peptide CRH re-
ceptor type 1 antagonist CP154,526 and the vasopressin re-
ceptor type 1b antagonist SSR149415 were used to suppress 
the secretion of ACTH induced by ether exposure, forced 
swimming and restraint in adult male Wistar rats. Doses 
ranged from 3 to 60 mg/kg s.c. (controls with vehicle) alone 
or in combination, in varying time schedules to assess the 
duration and effectiveness of treatments.  Results: Stressors 
increased plasma ACTH by 2.5- to 5-fold in control rats. 
SSR149415 at doses of 30 mg/kg was more effective at sup-
pressing ACTH secretion after ether exposure and restraint 
but was ineffective against forced swimming. CP154,526 
mildly affected ACTH rise after restraint at doses of 30 mg/
kg. The combination of both antagonists at doses of 30 mg/
kg effectively blocked the rise in plasma ACTH in all three 
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 The secretion of ACTH is known to be under the con-
trol of more than one factor, the most important of them 
being CRH. Vasopressin seems to exert a potentiating ac-
tion on CRH and these two agents together may be con-
sidered the secretagogues of ACTH  [4] . Oxytocin has also 
been described as a secretagogue of ACTH but its role is 
less evident  [5, 6] . Two receptors that specifically recog-
nize CRH have been described and named CRH-R1 and 
CRH-R2 with the former involved in ACTH secretion  [7] . 
Vasopressin receptors were also described and named 
VP1a, VP1b and VP2 with VP1b (also called V3) being 
the one involved in ACTH secretion  [8, 9] .
 CRH receptor antagonists have been proposed as po-
tential antidepressants  [10] . Seymour et al.  [11] have ex-
tensively reviewed the literature concerning the CRH-
R1 antagonist CP154,526 in a variety of anxiety, depres-
sion and stress behavioral tests in a wide range of doses 
and routes. It is noteworthy that the anxiolytic/anti-
stress effects of this drug were found in several models 
but not in all and that there was a poor dose/effect cor-
relation depending on stress modality or experimental 
design; though better results were obtained in depres-
sion models. The VP1b antagonist SSR149415 showed 
an inhibitory effect on ACTH secretion and a potential 
antidepressant action as reviewed by Serradeil-Le Gal 
et al.  [12] . Interestingly Alonso et al.  [13] evaluated the 
use of another CRH-R1 antagonist SSR125543 and a 
VP1b antagonist SSR149415 on stress-induced suppres-
sion of hippocampal neurogenesis, a model of depres-
sion, and concluded that these drugs had a protective 
profile against the effects of chronic mild stress in mice 
but they haven’t tested both drugs simultaneously. In 
the present study our main objective was to evaluate 
whether the simultaneous blockade of both CRH-R1 
and VP1b receptors produced a better inhibition of 
ACTH secretion than the blockade of each of these re-
ceptors alone.
 Therefore, we evaluated the effects of different doses, 
time schedules and injection routes of CP154,526, a selec-
tive nonpeptide CRH-R1 receptor antagonist  [11, 14–16] , 
and SSR149415, a selective nonpeptide VP1b receptor an-
tagonist  [4, 8, 17–19] on the ACTH secretion induced by 
three different stress modalities to evaluate whether these 
drugs are effectively inhibiting the final common neuro-
endocrine output of the HPA axis independently of the 
nature of the stressor. Both drugs have been shown to be 
active in oral doses and to have central effects  [14, 19] . We 
chose a stress consisting of ether vapor inhalation for
1 min, corresponding to ‘physical’ or ‘systemic’ stress mo-
dality  [20–22] , forced swimming for 5 min and restraint 
for 1 h  [17] as ‘psychological’ or ‘processive’ stress mo-
dalities, as discussed below. We observed that the stress-
induced secretion of ACTH was completely inhibited only 
by the simultaneous blockade of VP1b and CRH-R1 re-
ceptors while the VP1b antagonist alone was effective 
against physical stress and only moderately effective on 
psychological stresses while the CRH-R1 antagonist alone 
did not inhibit ACTH secretion in any of the stress mod-
els. Since the antagonism of CRH and VP receptors have 
been implicated in antidepressant effects and depression 
being in some extent related to the functioning of the HPA 
axis, such an efficient blockade might be of interest for the 
treatment of this psychiatric disease.
 Methods 
 Animals 
 Male Wistar rats weighing 250–300 g were supplied by the 
central animal facility of the Instituto Butantan (São Paulo, Bra-
zil) and maintained in our temporary animal facility for at least 
15 days before any experimental manipulation. Animals received 
water and food ad libitum under controlled temperature, forced 
ventilation and 12/12 h light/dark periods with lights on from
07:  00 to 19:  00 h. Animals were housed in polypropylene boxes in 
groups of 8 per box and every box constituted an experimental 
group in order to avoid mixing animals from different boxes, a 
practice that could introduce social distress. All experimental 
procedures were in accordance with the institutional and Brazil-
ian guidelines for the ethical use of laboratory animals (CEUAIB 
200/05).
 Drugs 
 CP154,526 was gently supplied by Pfizer (Groton, CT) and 
SSR149415 was gently supplied by Sanofi-Aventis (Montpellier, 
France). Both drugs were dissolved initially in DMSO/Cremo-
phor  (5/5% final concentration) in water. CP154,526 was 
maintained warm during injection time to avoid precipitation 
and SSR149415 was maintained under ice for the same purpose. 
Injection volumes were of 1 ml/kg in most of the experiments 
but for the dose of 30 mg/kg of SSR149415, a solution of 10 mg/
ml was made and the injection volume was tripled and given in 
two s.c. injections in the abdominal f lanks. Subcutaneous 
CP154,526 was always injected under the dorsal neck skin. The 
intraperitoneal route was used in a few experiments as described 
below.
 Drug Effects on Basal ACTH Levels 
 Several groups of 7–8 rats each were injected with doses of 3, 
10 and 30 mg/kg of CP154,526 or SSR149415 and also the asso-
ciation of these drugs, returned to home boxes and bleed by de-
capitation 2.5 h later to assay plasma ACTH. These groups were 
handled in parallel with control groups. In experiments assessing 
drug effects after 2.5 h, rats were sacrificed between 10:  00 and
12:  00 h, in experiments of 6 h rats were sacrificed between 16:  30 
and 18:  30 h and in experiments of 12 h rats were injected around 
 Vasopressin and CRF Control ACTH 
Secretion 
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21:  00 and sacrificed in the next morning between 09:  00 and
11:  00 h. Control groups were always run in parallel with experi-
mental groups. Each rat was injected in a scheduled time interval 
allowing for submitting to stress, sacrificing and blood collection 
without delays.
 Ether Vapors Inhalation 
 Rats were exposed to ether vapors using a large glass chamber 
with a heavy lead with a cotton stuffing soaked in ethyl-ether p.a. 
Rats were individually introduced in the chamber and exposed 
for a maximum of 1 min. In a few occasions rats were removed 
earlier as they fell unconscious. Animals removed from the ether 
chamber were returned to the home box and decapitated 30 min 
later and the blood collected for ACTH assay. When applied, drug 
treatments took place 2 h before stress while controls were inject-
ed with vehicle and maintained in their home cages. A second 
control group was injected with vehicle and exposed to ether va-
pors as described.
 Forced Swimming 
 Rats were submitted to 5 min of swimming in a round bucket 
filled with water at room temperature (24  °  C). The bucket was
30 cm high and 25 cm in diameter. On a few occasions rats were 
rescued from drowning at the end of the stress period. Rats were 
decapitated 15 min later and the blood collected for ACTH assay. 
When applied, drug treatments took place 2 h before stress while 
controls were injected with vehicle and maintained in their home 
cages. A second control group was injected with vehicle and sub-
mitted to the swimming session.
 Restraint Stress 
 Rats were introduced in PVC tubes measuring 25 cm long and 
5 cm i.d. with a guillotine-type door and with appropriate ventila-
tion. At the end of 1 h of restraint rats were removed from the 
tubes and decapitated immediately and the blood was collected 
for ACTH assay. When applied, drug treatments took place
30 min before stress while controls were injected with vehicle and 
maintained in their home cages. A second control group was in-
jected with vehicle and submitted to restraint as described.
 ACTH Assay 
 Blood was collected in ice bath cooled plastic test tubes with 
0.45 ml of EDTA 60 mg/ml, centrifuged at 4  °  C for 20 min at
1,000  g . Plasma was collected and aliquoted for ACTH assay. Sam-
ples were kept at –80  °  C until assay. ACTH assay was performed 
by automated immunochemiluminescence using Immulite  
ACTH (Diagnostic Products Corporation, USA), analytical 
 sensitivity was 9 pg/ml and the calibration ranged from 0 to
1,250 pg/ml. Results were expressed as pg/ml.
 Statistics 
 Statistical analysis employed one-way ANOVA followed by 
Tukey’s post hoc test using the software GraphPad Prism 3.0. Re-
sults were considered significantly different when p  ^  0.05.
 Experiments 
 Effects of CP154,526 on Plasma ACTH after Stress 
 Four different conditions were employed to evaluate the ef-
fects of this drug: (a) vehicle-injected and nonstressed; (b) vehi-
cle-injected and stressed; (c) drug-injected and nonstressed, and 
finally (d) drug-injected and stressed. All experiments were made 
using groups of 7–8 rats. The several groups of rats run under 
condition (a) were pooled and constituted a group of 42 rats that 
yielded our baseline plasma ACTH concentration. Under condi-
tion (b) three groups were injected with vehicle and assigned to 
one of the three stress modalities (ether inhalation, forced swim-
ming and restraint) as control stressed groups. Under condition 
(c) groups of rats were injected with this drug and returned to the 
home boxes until decapitation. Under condition (d) eight groups 
of 8–15 rats were injected with doses of 3, 10 or 30 mg/kg s.c. of 
CP154,526 and assigned to one of the stress modalities; only the 
doses of 10 and 30 mg/kg were tested for ether inhalation. Drug 
treatments did not change plasma ACTH in the absence of stress 
so results are not presented.
 Effects of SSR149415 and CP154,526 on Plasma ACTH of 
Control and Stressed Rats 
 In this experiment three doses of SSR149415 were tested in the 
three stress modalities in the same basic protocol described above 
for CP154,526. Again the doses of 3, 10 and 30 mg/kg of SSR149415 
were tested in nonstressed and stressed rats and compared to ve-
hicle-injected rats maintained in their home boxes. Groups of 7–8 
rats were injected with SSR149415 and CP154,526, both at 30 mg/
kg, and submitted to stress. Control rats injected with both drugs 
were returned to home boxes. Doses of 3 and 10 mg/kg of 
SSR149415 together with 30 mg/kg of CP154,526 were also tried 
in stressed and nonstressed rats without any change in plasma 
ACTH compared to respective controls and these results are not 
presented here. Again, control and experimental group studies 
were always run in parallel.
 Effects of SSR149415 and CP154,526 Injected i.p or s.c. on 
Plasma ACTH of Rats Submitted to Stress 5 h after Injection 
 Groups of 8 rats were treated with 30 mg/kg of both SSR149415 
and CP154,526 and submitted to restraint 30 min or 5 h later. 
Controls were injected with vehicle, stressed and sacrificed in the 
same time schedule. Groups of animals were assigned to receive 
i.p. or s.c. injections of these drugs to evaluate whether the differ-
ent routes would change the duration of the inhibition of ACTH 
secretion.
 Effects of SSR149415 30 mg/kg and CP154,526 60 mg/kg 
Injected s.c. on Plasma ACTH of Rats Submitted to Stress
5 and 11 h after Injection 
 This experiment aimed at evaluating whether an increase in 
the dose of CP154,526 to 60 mg/kg would extend the ACTH sup-
pression beyond 6 h. Groups of 8 rats were injected s.c. with these 
drugs or vehicle and submitted to restraint after 5 or 11 h as de-
scribed above.
 Results 
 All three stressful procedures induced significant 
 activation of the HPA axis expressed by an increase in 
plasma ACTH as can be observed in  figures 1–3 . While 
control animals maintained in home boxes had 91.7  8 
11.54 pg/ml (mean  8 SE), rats submitted to ether vapors 
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had 195.3  8 28.1 pg/ml (213% of control), rats exposed 
to forced swimming had 385.6  8 26.31 pg/ml (420%) and 
restrained animals had 346.5  8 34.17 pg/ml (378%). In-
jections of SSR149415 or CP154,526 in the doses of 3, 10 
and 30 mg/kg did not change plasma ACTH concentra-
tions in nonstressed rats when compared to vehicle-in-
jected nonstressed controls (data not shown). Rats treated 
with 30 mg/kg of CP154,526 and SSR149415 at doses of 3 
and 10 mg/kg also failed to show differences in plasma 
ACTH but with the higher dose (30 mg/kg) of both drugs, 
there was a decrease to half of the plasma ACTH of ve-
hicle-injected controls although not reaching statistical 
significance ([ACTH] controls: 96.7  8 39.8 pg/ml; drug-
treated: 42.7  8 9.0 pg/ml, 7 rats per group – F (7,48)  =
5.387 – data not shown).
 Pretreatment with CP154,526 in the doses of 3, 10 and 
30 mg/kg weakly reduced the plasma ACTH of restrained 
rats but levels remained high compared to non-restrained 
animals ( fig. 3 ). On the other hand, even the higher dose 
failed to reduce plasma ACTH in rats submitted to ether 
vapors or forced swimming ( fig. 1,  2 ). Treatment with 
doses of SSR149415 before restraint stress yielded results 
similar to CP154,526 (i.e. small reduction) and against 
forced swimming it also failed ( fig. 6 ) while this drug was 
effective at reducing plasma ACTH after ether exposure, 




















CP 10 mg/kg + ether
CP 30 mg/ml + ether
 Fig. 1. Plasma ACTH of rats injected with vehicle and maintained 
in home boxes (n = 42) or submitted to ether vapor inhalation
(n = 15). Two doses of CP154,526 were tested (n = 8 and 6). Bars 
and the lines above them represent mean  8 SEM; ANOVA value 





















CP 3 mg/kg + swimming
CP 10 mg/kg + swimming
CP 30 mg/kg + swimming
Swimming × CP154,526
 Fig. 2. Plasma ACTH of rats injected with vehicle and maintained 
in home boxes (n = 42) or submitted to forced swimming for 
5 min (n = 30). Three doses of CP154,526 were tested (n = 8, 16 
and 16). Bars and the lines above them represent mean  8 SEM; 


















CP 3 mg/kg + restraint
CP 10 mg/kg + restraint
CP 30 mg/kg + restraint
Restraint × CP154,526
 Fig. 3. Plasma ACTH of rats injected with vehicle and maintained 
in home boxes (n = 42) or submitted to restraint for 1 h (n = 51). 
Three doses of CP154,526 were tested (n = 7, 8 and 8). Bars and 
the lines above them represent mean  8 SEM; ANOVA value of 
F (4,111)  = 11.88 and  * p  ^  0.05. 
 Vasopressin and CRF Control ACTH 
Secretion 
Neuroendocrinology 2006;84:309–316 313
 The association of CP154,526 and SSR149415 resulted 
very effective at blunting the ACTH increase induced by 
all three stress modalities. As shown in  figures 5–7 , ani-
mals treated with both drugs and exposed to ether 
showed an increase of only 35% above nonstressed ve-
hicle-injected controls while ether-stressed vehicle-in-
jected rats had an increase of 160%. Drugs restricted the 
rise in ACTH after forced swimming to 43% above the 
controls while stressed controls had a rise of 144%. In 
restraint stress again, drugs limited the increase to 38% 
while vehicle-injected restrained controls had an in-
crease of 445% compared to the resting plasma ACTH 
obtained in our experiments (average of 42 rats = 91.7  8 
11.5 pg/ml).
 Subcutaneous and intraperitoneal injections of these 
drugs had similar effects when animals were treated
30 min before restraint. The s.c. route seemed to prolong 
drug effects since animals injected 5 h before restraint 
had only 64% of ACTH plasma concentration found in 
vehicle-treated restrained rats while rats treated intraper-
itoneally had identical plasma ACTH levels compared to 
controls ( fig. 7 ). In the last experiment the dose of 
CP154,526 was increased to 60 mg/kg and nearly the 
same results were obtained as in the 6 h s.c. injections 
protocol while after 12 h an almost complete ACTH re-


















SSR 3 mg/kg + restraint
SSR 10 mg/kg + restraint
SSR 30 mg/kg + restraint
Restraint × SSR149415
 Fig. 4. Plasma ACTH of rats injected with vehicle and maintained 
in home boxes (n = 42) or submitted to restraint for 1 h (n = 51). 
Three doses of SSR149415 were tested (n = 7, 8 and 7). Bars and 
the lines above them represent mean  8 SEM; ANOVA value of 




















CP + SSR(30) + ether
SSR + CP + ether
 Fig. 5. Plasma ACTH of rats injected with vehicle and maintained 
in home boxes (n = 8) or submitted to ether vapor exposure (n = 
8). A dose of 30 mg/kg of SSR149415 (n = 7) as well as combined 
injection with the same dose of CP154,526 was tested (n = 8). Bars 
and the lines above them represent mean  8 SEM; ANOVA value 
of F (3,27)  = 8.410 and  * p  ^  0.05 compared to home box controls 



















CP + SSR(30) + swimming
SSR + CP + swimming
 Fig. 6. Plasma ACTH of rats injected with vehicle and maintained 
in home boxes (n = 8) or submitted to forced swimming for 5 min 
(n = 8). A dose of 30 mg/kg of SSR149415 (n = 8) as well as 
 combined injection with the same dose of CP154,526 was tested 
(n = 8). Bars and the lines above them represent mean  8 SEM; 
ANOVA value of F (3,28)  = 14.70 and  * p  ^  0.05 compared to home 
box controls and   #  p  ^  0.05 compared to vehicle + swim group. 
 Ramos  /Troncone  /Tufik  
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after 6 h and after 12 h it was ended. Pharmacokinetic 
studies on CP154,526 have demonstrated a relatively 
short half-life  [11] while SSR149415 showed a slightly lon-
ger effect but still short since the effect of 10 mg/kg of 
SSR149415 given p.o. on plasma ACTH are ended after
6 h  [12] . The short duration of the HPA blockade by these 
drugs seems to be fully explained by their pharmacoki-
netics but the possible involvement of other yet unknown 
compensatory mechanisms cannot be ruled out.
 The antagonists used in the present report have also 
been proposed as anxiolytics and antidepressants as well 
as for the treatment of post-traumatic stress disorders 
since they can modify classical behavioral tests such as 
the elevated plus maze, time for immobility in the Porsolt 
forced swimming test, and many other paradigms  [10–
13] . These effects have been described using a dose rage 
similar to the ones used here. The simultaneous use of 
these two drugs was never attempted in behavioral tests 
and our results suggest that this association may have 
more remarkable effects in such models, an issue that re-
mains to be explored. Our results would then strengthen 
the importance of CRH and VP in the etiology of these 
illnesses and demonstrate the efficacy of these drugs in 
controlling or inhibiting the HPA axis.
 The selective effects of these antagonists on different 













Vehicle + restraint (6 h)
Drugs + restraint (6 h)
Vehicle + restraint (12 h)
Drugs + restraint (12 h)
CP 60 mg/kg + SSR 30 mg/kg × restraint at 6 and 12 h
 Discussion 
 As can be seen in the ‘Results’, all stress modalities 
studied here were effective in stimulating ACTH secre-
tion. We observed that pretreatment with doses as high 
as 30 mg/kg of the CRH-R1 antagonist CP154,526 were 
not enough to block the increase in plasma ACTH levels 
in any of the stressful procedures ( fig. 1–3 ). Otherwise, 
the selective VP1b receptor antagonist SSR149415 in the 
dose of 30 mg/kg significantly inhibited the response to 
ether exposure but failed to inhibit the HPA axis during 
forced swimming and only moderately reduced the re-
sponse to restraint ( fig. 4–6 ). On the other hand, the as-
sociation of CP154,526 and SSR149415 was very effective 
in blocking the HPA axis in all three stress modalities 
( fig. 5–7 ). In addition, our results suggest that the treat-
ment with both drugs in the higher doses may decrease 
plasma ACTH levels in animals not submitted to stressful 
procedures. To the best of our knowledge, such general-
ized inhibition of ACTH secretion was never attained 
and this is also the first report on the simultaneous block-
ade of CRH-R1 and VP-1b receptors in vivo. Also, our 
results strengthen the notion that both vasopressin and 
CRH are important secretagogues of ACTH  [5, 6] .
 The duration of the HPA axis blockade by drug treat-














Vehicle + restraint (1:30 h)
Vehicle + restraint (6 h) CP + SSR(30)s.c. (1:30 h)
CP + SSR(30)s.c. (6 h)CP + SSR(30)i.p. (1:30 h)
CP + SSR(30)i.p. (6 h)
Drugs × route × time
 Fig. 7. Effect of the combination of CP154,526 and SSR149415 
(30 mg/kg each) injected i.p. or s.c. on plasma ACTH of rats sub-
mitted to restraint and bleed 1, 5 or 6 h after injection, as de-
scribed in ‘Methods’. All groups consisted of 8 rats. Bars and
the lines above them represent mean  8 SEM; ANOVA value of 
F (5,42)  = 4.828 and  * p  ^  0.05 compared to vehicle + restraint
1.5 h. 
 Fig. 8. Effect of the combination of CP154,526 (60 mg/kg) and 
SSR149415 (30 mg/kg) injected s.c. on plasma ACTH of rats sub-
mitted to restraint and bleed 6 or 12 h after injection, as described 
in ‘Methods’. All groups had 8 rats. Bars and the lines above them 
represent mean  8 SEM; ANOVA value of F (3,28)  = 0.8329. 
 Vasopressin and CRF Control ACTH 
Secretion 
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ogy of stress response. A categorization of stress modali-
ties has been attempted by several authors after extensive 
evaluation of the literature  [3, 21–25] . These authors out-
lined that stressors could be classified as physical or psy-
chological, based on the activation pattern of brain loci 
measured by c-fos transcription, a marker of neuronal 
activation and many other parameters. The differential 
patter of activation was more evident on medullary cat-
echolaminergic centers and amygdala where central 
amygdala was more responsive to physical stressors than 
medial amygdala and the latter more responsive to psy-
chological stressors. According to these parameters the 
authors classified forced swimming in the psychological 
stress category, together with restraint stress. Ether va-
pors inhalation was classified as physical, together with 
hemorrhage and immune challenges. Anisman and 
Matheson  [26] also reviewed these conceptual aspects of 
stress and raised several concerns regarding the use of 
stressful procedures to model human depression. These 
authors followed the classification of stressors proposed 
by Herman and Cullinan  [21] where ‘systemic’ stresses 
are those that induce a metabolic, respiratory, cardiovas-
cular or immune challenge, and ‘processive’ stresses are 
those entailing a higher order cortical processing, as in 
the appraisal of a situation or stimulus in a rather psycho-
logical fashion. Under the light of these classifications, we 
assumed that restraint would be considered a processive 
(according to Herman and Cullinan  [21] ) and psycho-
logical (according to Dayas et al.  [3] ) while ether inhala-
tion is considered a systemic and physical stress (accord-
ing to these authors). Yet, according to the latter authors, 
forced swimming falls unequivocally in the same catego-
ry as restraint, based on brain c-fos expression mapping 
(our results support this notion), although an intermedi-
ary category could better accommodate this stressor. On 
the other hand, Pacak and Palkovits  [23] extensively re-
viewed the literature on the important concept of stress 
specificity. Based on stress-induced ACTH-cathecol-in-
doleamine secretions and release in plasma and brain nu-
clei, as well as c-fos expression mapping, they employed 
immobilization, hemorrhage, cold exposure, pain or hy-
poglycemia, they concluded that a stress-specific brain 
activation/endocrine signature can be drawn involving 
lower medullar to higher limbic brain structures and re-
sisted to assume a simplifying categorization of stress.
 According to the results presented here, as ether inha-
lation-stimulated ACTH secretion depended on an intact 
vasopressinergic transmission (VP1b antagonist blunted 
ACTH secretion), we hypothesize that physical/systemic 
stress particularly involves vasopressin. The vasopressin 
antagonist alone failed to do so in forced swimming and 
restraint and demanded the simultaneous blockade of 
CRH-R1 receptors to reach an almost complete blockade 
of stimulated ACTH secretion, strengthening the pro-
posal that these modalities depend on both vasopressin 
and CRH and would rather be classified as processive/
psychological. As cited above, forced swimming has re-
sisted to simplified classifications based on c-fos activa-
tion mapping but using the same rationale, we too would 
rather classify it as a processive/psychological stress. It is 
noteworthy that the final outcome of any treatment 
should take into account that ACTH release is neurally 
mediated and involves a cluster of different factors as re-
viewed elsewhere  [21] .
 Taken together these results demonstrate that the si-
multaneous blockade of vasopressin and CRH receptors 
impose a strong blockade of the HPA axis reducing the 
blood ACTH levels almost to those observed in naïve rats. 
Therefore, rats treated as described here can be used to 
evaluate the effects of different stressful handlings on 
cognitive and neurochemical functions without the in-
terfering consequences of increased blood ACTH and ad-
renal hormones.
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Mammals respond to a real or perceived stress in an integrated 
physiological and psychological fashion. Psychiatric disorders like major depression 
and anxiety have been associated to stressful events. In this study we demonstrated 
that the stress-induced secretion of ACTH can be robustly inhibited by the concurrent 
use of CRF1 (CP154,526 – Pfizer) and V1B (SSR149415 – Sanofi-Aventis) non-
peptide antagonists. A proof of mechanism was offered by substituting CP154,526 by 
SSR125543 and obtaining the same results on three stress models: forced 
swimming, ether vapor inhalation and restraint. SSR125543 effectively blocked only 
restraint stress-induced ACTH secretion. After 6 hours of the double treatment the 
blockade was ended. To extend the effects of these drugs a strategy using nano-
structured silicon as a delayed release vehicle as well as osmotic Alzet® minipumps 
were unsuccessfully attempted. We then challenged the hypothesis that the 
concurrent use of both antagonists would have a potent effect on behavioral models 
of anxiety and depression. Decreasing doses (30 to 0.1 mg/kg s.c.) of both drugs 
were tested in three behavioral models: Porsolt forced swimming test, elevated plus 
maze and social interaction. Results showed that these drugs had no effect on 
anxiety models (plus maze and social interaction) but significantly reduced immobility 
time in forced swimming test, suggesting anti-depressive action in a dose-range from 
1 to 30 mg/kg, not different from the reported in the literature referring to one drug or 
the other. This negates the proposed hypothesis of summation/potentiation of effects 
as observed in stress-induced ACTH secretion. These results point towards the 
involvement of extra-hypothalamic sites for the anti-depressive effects. Recent Phase 
II clinical research on anti-depressive effects of these drugs have failed rising strong 
criticisms against the predictive value of behavioral tests currently employed.  
 
